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“Considero que Dios aprecia que estudiemos su Creación”.  
Francis Collins, genetista director del “Proyecto genoma humano” (1950) 
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1. Introducción 
La cicatrización de heridas cutáneas en los reptiles permanece aún poco estudiada, 
especialmente en los quelonios, donde estudios previos han analizado casi 
exclusivamente la estructura epidérmica y las heridas del caparazón (Alibardi y cols., 
2004; Norton, 2005; Vella, 2009; Nagashima y cols., 2014). Esta falta de conocimiento 
contrasta con el aumento del número de estos animales como mascotas y con la alta 
prevalencia clínica de heridas en la piel de reptiles en cautiverio (Hernández y 
Camacho, 2002; White y cols., 2010). Como en otros reptiles, las tortugas son 
propensas a las heridas provocadas por lesiones traumáticas derivadas de un manejo 
inadecuado, abrasiones, quemaduras térmicas, picaduras de roedores o insectos, y 
procedimientos quirúrgicos (Smith y Barker, 1988; Mitchell y Diaz-Figueroa, 2004). 
Estas heridas en la piel, especialmente en el caso de las tortugas acuáticas, a menudo 
curan insidiosamente y cuando el proceso de reparación no es capaz de restaurar la 
integridad anatómica y funcional en un período de tiempo apropiado, las heridas se  
cronifican, aumentando el riesgo de complicaciones (MacArthur y cols., 2004). 
Aunque cualquier intervención clínica debe basarse en un conocimiento de la 
cicatrización de heridas, nuestro conocimiento actual en reptiles se basa 
principalmente en datos extrapolados de los vertebrados endotérmicos. La 
cicatrización de heridas cutáneas es un proceso celular y molecular 
extraordinariamente bien regulado y complejo que se ha compartimentado a la hora 
de estudiarlo y explicarlo; según la mayoría de autores consta de tres fases continuas 
y superpuestas: inflamación, proliferación y remodelación (Baum y Arpey, 2005; 
Kumar y cols. 2010; Schreml y cols., 2010; Reike y Sorg, 2012). A pesar de que los 
mecanismos básicos de respuesta al daño tisular están bien conservados 
filogenéticamente, muchos estudios han reportado diferencias entre las especies, los 
individuos e incluso entre localizaciones anatómicas dentro del mismo individuo, lo 
que demuestra que existe una heterogeneidad considerable en la curación de las 
heridas (Martson y cols., 1999; Schreml y cols., 2010; Nayak y cols., 2012). Esta 
heterogeneidad es clínicamente relevante debido a que tiene un efecto significativo 
sobre variables importantes como la respuesta inflamatoria, la contracción de la 
herida, el tiempo de curación y las posibles complicaciones (Martson y cols., 1999; 
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Wilmink y cols., 1999; Bohling y cols., 2004). Otra consideración clínica importante 
que nos hemos planteado al proyectar este estudio es que, en las escasas 
publicaciones relacionadas con la cicatrización de heridas en los reptiles, los animales 
son mantenidos en hábitats restringidos con una temperatura ambiente constante 
óptima para el metabolismo del animal. Estos estudios previos no reproducen por 
tanto las condiciones de un entorno natural ni las condiciones metabólicas de estos 
animales heterotermos (Smith y Barker, 1988; Mitchell y Diaz-Figueroa, 2004; Keller y 
cols., 2014). 
Algunos estudios anteriores han demostrado que la curación por segunda intención 
en heridas en la piel de reptiles se caracteriza por la escasa contracción y la 
prolongación de los tiempos de curación en comparación con los mamíferos (Smith y 
Barker, 1988; Cangul y cols., 2006; Keller y cols., 2014). Cuando se han comparado 
heridas suturadas y sin suturar, se ha demostrado que las heridas sin suturar tuvieron 
significativamente menos interrupciones del patrón de la cicatrización y menor 
superposición de los bordes (Smith y cols., 1988; McFadden, 2011). Estos hallazgos 
comprometen aún más la cicatrización de heridas en estas especies y sugieren una 
búsqueda de tratamientos prácticos capaces de aumentar la contracción de la herida 
y mejorar su cicatrización en general. 
Por otra parte, diferentes estudios han examinado el uso potencial de factores de 
crecimiento, especialmente en el campo de la curación de heridas. 
Desafortunadamente, el alto coste de la producción de estos factores de crecimiento 
purificados ha impedido su integración en el protocolo de tratamiento de heridas 
crónicas, especialmente en reptiles mantenidos como mascotas por estar 
considerados de valor biológico y económico bajos. Como una alternativa a los 
factores de crecimiento recombinantes y otros de precio elevado, se ha demostrado 
que la insulina promueve una mejora en la cicatrización de heridas en mamíferos. Al 
contrario que otros factores de crecimiento, las insulinas de origen animal o 
recombinantes tienen más bajo coste y están disponible universalmente (Hrynyk y 
Neufeld, 2014; Azevedo y cols., 2015). Algunos modelos animales han mostrado que 
el tratamiento con insulina mejora la curación de fracturas, incisiones quirúrgicas y las 
úlceras en la piel. Asimismo, que bajas dosis de insulina en aplicación tópica 
promueven la curación de heridas y quemaduras en ratas (Gregory, 1965; Hanam y 
cols., 1983; Apikoglu-Rabus y cols., 2009; Chen y cols., 2012a). 
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Hipótesis 
Nuestra hipótesis de trabajo parte de la idea de que la cicatrización en la piel de 
tortugas, mantenidas en su entorno natural con variaciones diarias de temperatura y 
libre acceso al agua, puede presentar diferencias relevantes respecto a lo descrito 
hasta ahora en reptiles y que la aplicación tópica de factores de crecimiento como la 
insulina podrían mejorar la respuesta inflamatoria y la curación del tejido dañado. 
 

  
“Lo más incomprensible del universo es que sea comprensible”.  
John Lennox. Matemático y filósofo (1942) 
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2. Objetivos 
El objetivo genérico de este trabajo de Tesis Doctoral es avanzar en el conocimiento 
de la cicatrización en la piel de los quelonios. 
Los objetivos específicos son:  
2.1. Estudiar y caracterizar los aspectos clínicos e histopatológicos de la cicatrización 
por segunda intención de heridas cutáneas inducidas experimentalmente en tortugas 
de la especie Trachemys scripta elegans expuestas a variaciones diarias de 
temperatura y en un ambiente acuático. 
2.2. Estudiar el valor terapéutico de la aplicación tópica de la insulina como factor 
promotor de crecimiento en el proceso de cicatrización de úlceras cutáneas por 
segunda intención en tortugas de la especie Trachemys scripta elegans empleando un 
modelo experimental. 
 
 

  
 
 
“La fe no es contraria a la evidencia, sino que la trasciende. 
La fe nos dice: Existe otro lugar. Existe algo más allá de la 
sola razón”. 
 Alister E. McGrath. Biofísico y teólogo (1953) 
Revisión bibliográfica 

3. Revisión bibliográfica 
J Negrini - 2016 23 
 
3. Revisión bibliográfica 
Trachemys scripta elegans también conocida vulgarmente como galápago de Florida, 
tortuga de orejas rojas, o tortuga japonesa es una especie de tortuga acuática 
perteneciente a la clase Reptilia, orden Chelonia, familia Emydidae que abarca más de 
300 especies (Seidel y Ernest, 2006). 
3.1. Observaciones taxonómicas 
 La taxonomía del género Trachemys ha sido muy controvertida a lo largo del siglo XX. 
El género ha cambiado repetidamente de denominación, habiéndose considerado 
anteriormente, entre otros, en los géneros Chrysemys y Pseudemys. Esto provoca 
cierta confusión, pues gran parte de la información existente sobre esta especie ha 
sido publicada bajo la denominación de Pseudemys scripta o Chrysemys scripta, lo que 
hace que sea, a veces, dificultosa su búsqueda. Hasta el año 2002, en el género 
Trachemys se incluían hasta 14 subespecies dentro de una única especie, Trachemys 
scripta. A partir de la revisión realizada por Seidel (2002), se considera que el género 
Trachemys incluye 15 especies diferentes. La filogenia realizada posteriormente a 
partir de estudios de ADN mitocondrial (Jackson y cols., 2008) confirmaron esta 
revisión taxonómica. 
3.2. Área de distribución, hábitat natural y evolución de la población 
Originaria de la región que comprende el sureste de los Estados Unidos y el noreste 
de México, tiene desde Brasil hasta el sur de los EEUU, pasando por América Central 
su área de distribución mundial. En la actualidad se encuentra en muchas otras partes 
del mundo gracias a su comercio como mascota y su éxito como especie invasora 
frente a especies autóctonas como el galápago leproso en España. Las tortugas, en 
general, encabezan la lista de los reptiles más populares como mascotas, incluso 
antes del gran aumento, en los últimos años, de los reptiles criados como animales 
compañía (Hernández y Camacho, 2002; White y cols., 2010). 
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En general, Trachemys scripta habita una gran variedad de medios acuáticos de agua 
dulce, aunque prefiere aguas tranquilas de 1 a 2 m de profundidad con abundante 
vegetación y disponibilidad de sitios para solearse (Ernst y Lovich, 2009). Entre las 
variables que se consideran más determinantes de los hábitats utilizados por esta 
especie en sus áreas de origen, destaca la profundidad del agua, pues no suele 
encontrarse en aguas someras (<0,5m de profundidad), en las que se considera que 
no puede hibernar en libertad. Además, prefiere medios acuáticos permanentes a 
temporales, pues en estos últimos se ve obligado a emigrar hacia otros lugares 
cuando se produce la desecación (Morreale y Gibbons, 1986). 
 
3.3. Biología de la especie 
Es un galápago de tamaño mediano, que se caracteriza por la presencia de una 
mancha prominente a cada lado de la cabeza, cuyo colorido difiere según las 
subespecies; roja en T. s. elegans, y amarilla en T. s. scripta y en T. s. troosti. La piel es 
de color verde oliva a marrón con líneas amarillas. La cabeza también es de color 
verde a marrón con bandas amarillas en la mayoría de los individuos. Las bandas 
supra temporales y orbito-mandibulares son conspicuas, siéndolo más aún las amplias 
bandas post-orbitales, que caracterizan a cada subespecie. En la zona prefrontal se 
observa un dibujo en forma de flecha formado por la unión de las líneas amarillas 
supra temporales que convergen con la línea sagital sobre el hocico. El cuello también 
posee numerosas líneas amarillas que bajo la boca se unen formando una Y. Las patas 
son también de color oscuro con numerosas líneas amarillas (Ernst y Babour, 1989). 
Su caparazón se compone de dos secciones: la superior, conocida como caparazón  
dorsal, y la inferior, también llamada caparazón ventral o plastrón. En las tortugas 
más jóvenes o recién nacidas, es de color verde hoja, y conforme van creciendo se 
oscurece un poco hasta volverse de un verde muy oscuro, para más tarde tomar un 
tono entre marrón y oliva. El plastrón siempre es de color amarillo claro. Todo el 
escudo está cubierto con rayas y manchas que en la naturaleza le ayudan a 
camuflarse (Beynon y Cooper, 1999; Meredith y Redrobe, 2012). 
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3.3.1. El tegumento de los reptiles 
Los reptiles fueron los primeros vertebrados en adaptarse a un ambiente terrestre 
permanente. Para adaptarse a las condiciones de los cambios del medio ambiente 
terrestre y acuático, eran necesarias modificaciones del sistema tegumentario para 
que los reptiles sobrevivan. Mientras que el tegumento de anfibios tiene un papel 
importante en la respiración y la osmorregulación, estas funciones se perdieron en los 
reptiles. En el examen macroscópico, la piel de reptil es seca, y las escamas están 
dispuestas en patrones geométricos regulares. El tegumento de los reptiles está 
básicamente desprovisto de glándulas. A diferencia de los peces, donde las escamas 
son de origen dérmico, las escamas de los reptiles son de origen epidérmico, con  
variaciones en tamaño, forma y textura de una especie a otra, lo que se utiliza con 
frecuencia para ayudar con la clasificación taxonómica. La piel de los reptiles, como el 
de los vertebrados superiores, se compone de la epidermis, la dermis y el tejido 
subcutáneo. Histológicamente, la epidermis se compone de tres capas: estrato 
córneo, el estrato espinoso y el estrato germinativo. El estrato córneo se compone de 
seis a ocho capas de células. El estrato exterior córneo tiene una superficie dentada y 
está fuertemente queratinizado y acelular. La función principal de la capa córnea es 
servir como una barrera física contra los agentes patógenos y para evitar la pérdida 
de fluidos y electrolitos. La capa de α-queratina de la epidermis se considera la 
principal barrera contra la pérdida de agua percutánea, aunque la capa de β-
queratina superficial puede también desempeñar un papel en la reducción de la 
pérdida de agua. La zona intermedia se compone de células provenientes del estrato 
germinativo en diversas etapas de diferenciación. El estrato germinativo, o capa 
profunda de la epidermis, se compone de las células regenerativas que migran a la 
capa córnea. La dermis proporciona nutrición a la epidermis, y se une a la 
musculatura por una capa delgada de tejido conectivo. Las células de pigmento se 
encuentran en la dermis. La regulación de las células pigmentarias se considera, 
generalmente, que se realiza por vía neurológica y por influencias hormonales. Los 
osteodermos, o placas calcificadas, se encuentran en la dermis de quelonios y 
cocodrilos (Alibardi y Sawyer, 2002; Alibardi y cols., 2004; Mitchell y Díaz-Figueroa, 
2004). 
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3.3.2. El tegumento de los quelonios 
La estructura básica de la piel de los quelonios es similar a la del resto de reptiles. Los 
estudios de su estructura en las partes de piel blanda son escasos pues se han 
centrado fundamentalmente en describir las modificaciones en el caparazón y 
plastrón y en evaluar la expresión de algunas citoqueratinas específicas (Alibardi y 
cols., 2004; Alibardi y Toni, 2006). La epidermis es un epitelio estratificado 
queratinizado con una capa germinativa basal de queratinocitos, un estrato espinoso 
formado por 2-4 capas de queratinocitos suprabasales, y más externamente un 
estrato corneo de espesor variable.  La dermis es delgada, menos vascularizada y 
tienen grandes poblaciones de melanocitos y se adhiere a los tejidos subyacentes 
profundos por una capa delgada de tejido conectivo laxo. Las glándulas cutáneas son 
poco frecuentes y varían según la especie (Alibardi y cols., 2004; Alibardi y Toni, 2006; 
Cooper, 2006). 
La piel resistente pero no elástica de los escudos del caparazón y plastrón consta de 
una fina epidermis con un gran desarrollo del estrato córneo  donde se han 
caracterizado  varias beta-queratinas que le confieren sus características físicas; el 
segundo elemento que aumenta la resistencia del caparazón y plastrón de los 
quelonios son los osteodermos desarrollados en la dermis a partir de una 
modificación del tejido conjuntivo y que forman una estructura integrada con el 
esqueleto axial (Cooper, 2006). 
3.4. El proceso de cicatrización 
La cicatrización de las heridas cutáneas es un proceso fisiológico muy bien 
caracterizado en mamíferos, especialmente en pacientes humanos (Kumar y cols., 
2010; Schreml y cols., 2010), pero escasamente descrito en los reptiles (Maderson y 
Roth, 1972; Smith y Baker, 1988; French y cols., 2006; Keller y cols., 2014). Esta 
revisión bibliográfica se ha  realizado fundamentalmente en base a la información 
disponible en mamíferos, destacando las diferencias específicas de los reptiles según 
lo descrito hasta ahora. 
La función principal de la piel es servir de barrera protectora contra el medio 
ambiente. Las heridas cutáneas se definen como una solución de continuidad en la 
integridad de la piel y la cicatrización es la respuesta del organismo encaminada a 
restablecer la integridad de la zona dañada. En animales de vida libre, donde el 
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tratamiento se ve complicado por el manejo clínico de estos animales, las heridas 
cutáneas con independencia de su origen pueden complicarse y representar un grave 
peligro para la vida del animal. El proceso de curación depende de numerosos 
factores, tanto locales de la herida, como de mediadores sistémicos, existencia de 
enfermedades subyacentes, complicaciones secundarias y también del tipo de herida. 
La combinación de todos ellos determinará si la cicatrización de las heridas se 
producirá de una forma fisiológica, o si habrá un proceso complicado de curación. 
Cuando el daño es severo o crónico y se afectan tanto las células parenquimatosas 
como el estroma, la curación de la herida se produce por segunda intención, es decir 
con la formación de una cicatriz que sustituye el tejido dañado (Singer y Clark, 1999, 
Kumar y cols., 2010; McGavin y Zachary, 2012). 
La cicatrización es una respuesta defensiva altamente organizada y compleja regulada 
por numerosos mediadores químicos que liberan y modulan las células inflamatorias y 
las células parenquimatosas cutáneas en la zona afectada (Baum y Arpey, 2005; 
Schrmel y cols., 2010). Para ayudar a entender la sucesión de cambios que ocurren en 
la herida, clásicamente se distinguen tres grandes  fases que se suceden en el tiempo 
y se solapan durante la cicatrización por segunda intención: 1. Coagulación-
inflamación, 2. Proliferación y 3. Remodelación. 
La secuencia de acontecimientos en el proceso de cicatrización empieza 
inmediatamente después de la lesión, con la activación de la cascada de la 
coagulación, y el inicio de la fase inflamatoria. La hemostasia induce primero un 
vasoespasmo, a menos que exista un trastorno de coagulación. Pero este espasmo 
desaparece rápidamente y los vasos sanguíneos lesionados se relajarán poco después, 
permitiendo el sangrado adicional si las plaquetas/trombocitos no se involucran. La 
formación del coágulo sirve no sólo para aproximar los bordes de la herida, sino 
también para sustentar a la fibronectina y proporcionar una matriz provisional en la 
cual los fibroblastos, células endoteliales y queratinocitos pueden entrar en el herida 
(Werner, 2003; Tsirogianni y cols., 2006; Kumar y cols., 2010; McGavin y Zachary, 
2012). 
Entre las 24-48 horas siguientes al daño, la fase de inflamación aguda se ha 
establecido totalmente y puede durar hasta 96 horas o más tiempo si el proceso de 
curación se ve perturbado por infección, trauma, o algún otro factor. Los leucocitos 
polimorfonucleares neutrófilos son el primer tipo de células de la sangre que llegan a 
la zona de la lesión. Estas son las células predominantes durante los primeros 3 días 
posteriores a la lesión, con su número alcanzando un máximo en aproximadamente 
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48 horas. La función principal es la fagocitosis de las partículas extrañas y 
microrganismos (Werner, 2003; Tsirogianni y cols., 2006; Kumar y cols., 2010; 
McGavin y Zachary, 2012). 
A continuación los monocitos circulantes penetran en la herida y se transforman en 
macrófagos y en células dendríticas. En general, alcanzan su número máximo a las 24-
36 horas después de producirse la herida. Los macrófagos fagocitan y limpian el área 
de detritus celulares y agentes patógenos. Las células “natural killer” también se 
activan y secretan interferón gamma, que a su vez activa los macrófagos. Además de 
la fagocitosis, los macrófagos juegan un papel esencial en la inducción de mecanismos 
del sistema inmune adaptativo, así como en la producción de sustancias que son 
cruciales en el proceso de cicatrización de la herida (Kumar y cols., 2010, Schreml y 
cols., 2010). 
La formación de tejido de granulación (fase de proliferación) comienza a las 48-72 
horas después de la lesión. Se caracteriza por producir nuevos capilares a partir de los 
preexistentes, proliferación de fibroblastos y nueva matriz extracelular que 
constituyen el denominado "tejido de granulación" que representa la base de la 
reparación de la herida. Además, los macrófagos activados liberan diversos 
mediadores químicos como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el 
factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-β1) y factores de crecimiento de 
fibroblastos (FGF) que estimulan a los fibroblastos a proliferar, migrar hacia el espacio 
de la herida y sintetizar los glicosaminoglicanos, proteoglicanos y el colágeno de la 
nueva matriz extracelular (MEC). Los fibroblastos se convierten en el tipo celular 
dominante, alcanzando cantidades máximas en 7-14 días. Mientras tanto, empiezan a 
producir el factor de crecimiento de fibroblastos básico (b FGF), TGF-β1, PDGF, así 
como el factor de crecimiento de queratinócitos (KGF) y el factor de crecimiento 
insulínico tipo 1 que facilitan la síntesis de la nueva MEC (Tsirogianni y cols., 2006; 
Kumar y cols., 2010; Schreml y cols., 2010). 
La formación de nuevos vasos sanguíneos capilares es esencial para proporcionar 
nutrientes y oxígeno al nuevo tejido de granulación metabólicamente activo. Durante 
este complejo proceso, las células endoteliales proliferan y migran a través de la 
matriz extracelular para formar brotes de  nuevos vasos capilares. Los principales 
estímulos para la proliferación de células endoteliales son la liberación de los factores 
de crecimiento de fibroblastos ácido y básico (FGF) por los macrófagos y la producción 
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) por los queratinocitos y los 
macrófagos. El factor de crecimiento de fibroblastos básico también estimula las 
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células endoteliales para liberar proteasas, que digieren las membranas basales. Esta 
fragmentación permite que las células endoteliales migren, utilizando ciertas 
moléculas de adhesión y formen nuevos vasos sanguíneos en el sitio de la lesión 
(Schreml y cols., 2010). 
La reepitelización se encuadra dentro en la fase de proliferación y es fundamental 
para la óptima curación de la herida, no sólo por la reconstitución de la barrera 
cutánea, sino también por su papel en la contracción de la herida. En cuestión de 
horas después de la lesión, los queratinocitos de la epidermis empiezan a migrar 
sobre la matriz provisional formada por el exudado inflamatorio y coágulo inicial y, 1 o 
2 días más tarde comienzan a proliferar. La motilidad de queratinocitos es facilitada 
por la expresión de receptores de superficie de la integrina que interaccionan con una 
variedad de componentes de la matriz extracelular, tales como la fibronectina, 
vitronectina, fibrina y el colágeno tipo I del estroma. Los macrófagos y los propios 
queratinocitos producen TGF - β1 y el factor de crecimiento epidérmico de unión a la 
heparina (HB-EGF) que median la migración y la proliferación de los queratinocitos. 
Los fibroblastos también secretan KGF que contribuye a la reepitelización (Park y 
Barbul, 2004, Schreml y cols., 2010). 
La fase de proliferación puede durar hasta 3 a 4 semanas o más, dependiendo del 
tamaño de la herida y otras circunstancias concurrentes (Kumar y cols., 2010). 
La remodelación (maduración, contracción) tiene lugar sólo después de que las fases 
de inflamación y proliferación se hayan completado exitosamente. Incluye la 
remodelación del tejido de granulación con tejido conectivo inmaduro y su conversión 
en tejido conjuntivo maduro través de la forma de colágeno extracelular (Kumar y 
cols., 2010; McGavin y Zachary, 2012). 
Durante la segunda semana de la curación, parte de los fibroblastos sufren una 
modulación fenotípica y se diferencian en miofibroblastos. Estas células tienen 
características contráctiles y hacen que los bordes de la herida se aproximen, 
reduciendo así el área del tejido lesionado. La producción de colágeno sigue siendo el 
proceso dominante en la cicatrización de heridas hasta 6 semanas después del inicio 
de la curación. Entonces los fibroblastos dejan de producir colágeno y entran en 
apoptosis. La remodelación de las fibras de colágeno y la resíntesis permite que la 
herida se fortalezca por la reorientación de aquellas. La degradación del colágeno es 
dependiente de las enzimas proteolíticas específicas conocidas como 
metaloproteinasas de la matriz (MPM) que son producidas por los macrófagos, 
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queratinocitos y fibroblastos. La remodelación continuará hasta 2 años y la piel 
resultante nunca logra la misma resistencia a la tracción que la piel no lesionada 
(Kumar y cols., 2010). 
Los trabajos que describen la cicatrización de heridas en los reptiles son escasos, la 
mayoría antiguos con descripciones vagas y escasamente documentadas; cuando se 
han realizado estudios experimentales de cicatrización llama la atención que los 
animales se han mantenido en condiciones de aislamiento y a temperatura constante, 
posiblemente para poder establecer correlaciones con los conocimientos que se tiene 
de mamíferos (Maderson y Roth, 1972; Smith y Baker, 1988; French y cols, 2006; 
Keller y cols., 2014). Sin embargo, estas condiciones controladas no reproducen las 
del medio natural especialmente en especies acuáticas y semi-acuáticas. Basado en 
los escasos estudios existentes, Cooper (2006) establece que en reptiles las fases de la 
cicatrización de heridas serían muy similares a las descritas en mamíferos pero 
siempre con la salvedad destacada por todos los autores de que la temperatura del 
medio influiría directamente en la velocidad y la eficacia de la cicatrización en estas 
especies heterotermas. 
Con carácter general, una lesión en la piel de reptiles se caracteriza por una respuesta 
vascular e inflamatoria, seguida por fibroplasia y el restablecimiento de la integridad 
cutánea. Las serpientes parecen tener generalmente una buena respuesta 
inflamatoria a la lesión cutánea, mientras que en los lagartos puede ser mínima. La 
reacción inflamatoria en las serpientes se caracteriza por la presencia principalmente 
de heterófilos y macrófagos, y los heterófilos persisten más tiempo en la lesión que 
los macrófagos; esto los diferenciaría de los vertebrados superiores, en los que 
generalmente los macrófagos están presentes en la herida por más tiempo y 
constituyen una célula clave en la proliferación del tejido de granulación y fibroplasia 
(Carlson y Allen, 1970; Smith y Barker, 1988; Maderson, 1995, Kumar y cols., 2010; 
Scheml y cols., 2010).  
Por otra parte, según estudios previos la respuesta fibroblástica en las heridas de piel 
de los lagartos y en las serpientes generalmente se origina desde los márgenes 
laterales de la dermis, mientras que en los mamíferos se origina desde los tejidos 
subcutáneos del lecho de la herida. Además, se ha descrito que las serpientes, en 
general, forman una costra epitelial significativa, mientras que no ocurre lo mismo en 
los lagartos (Carlson y Allen, 1970; Smith y Barker, 1988; Maderson, 1995). 
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Mediadores químicos y factores de crecimiento moduladores de la cicatrización 
En el proceso de cicatrización, el depósito de tejido conjuntivo en la zona de la herida 
se produce en dos etapas: una con la migración y proliferación de fibroblastos en la 
zona y otra con el depósito de proteínas de la MEC producida por estas células. El 
reclutamiento y la activación de los fibroblastos para sintetizar las proteínas del tejido 
conectivo son regulados por muchos factores de crecimiento, como PDGF, FGF-2 y 
TGF-β. Las células inflamatorias son la fuente principal estos factores, en particular los 
macrófagos presentes en el sitio de la lesión y en el tejido de granulación. Además, la 
piel tiene abundantes mastocitos perivasculares y linfocitos residentes que colaboran 
en el proceso. Cada uno de estos tipos de células puede secretar citocinas y factores 
de crecimiento que contribuyen a la proliferación y activación de fibroblastos. 
También es interesante saber que a medida que progresa la curación, el número de 
fibroblastos y nuevos vasos comienza a disminuir y progresivamente los fibroblastos 
asumen un fenotipo más sintetizador de colágeno y MEC que se va depositando 
progresivamente en la zona reparada (Kulmar y cols., 2010). 
La fase inicial después de la lesión cutánea se caracterizada por reacciones 
inflamatorias mediadas por las citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, 
gradientes de pH y pO2 así como sus acciones sobre los receptores celulares. Con 
todo ello, se activan las cascadas de señalización intracelular que contribuye a la 
proliferación, migración y diferenciación celular. De forma concomitante, diversos 
factores quimioatrayentes reclutan diferentes tipos de células, tales como los 
granulocitos y macrófagos en el sitio de la herida, iniciando así la reparación (Schreml 
y cols., 2010). 
La interrupción de la circulación conduce a la formación del coágulo de sangre, que se 
compone de fibrina reticulada y de proteínas de la matriz extracelular tales como 
fibronectina, vitronectina y trombosponina. Además de proporcionar una barrera 
contra los microorganismos invasores, el coágulo sanguíneo también sirve como una 
matriz para las células migratorias y como un depósito de factores de crecimiento 
requeridos durante el proceso de curación (Clark, 1993; Werner y Grose, 2003). 
Los neutrófilos llegan primero dentro de los primeros minutos, seguidos de los 
monocitos y linfocitos. Producen una amplia variedad de proteinasas y especies 
reactivas del oxígeno como una defensa contra microorganismos contaminantes, y 
que están involucrados en la fagocitosis de los residuos celulares. Además de estas 
funciones de defesa, las células inflamatorias son también una importante fuente de 
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factores de crecimiento y citocinas, que inician la fase proliferativa de la reparación 
de heridas. Rápidamente, empieza la migración y la proliferación de los queratinocitos 
en borde de la herida, seguida por la proliferación dérmica de fibroblastos alrededor 
de la lesión. Estas células posteriormente migran dentro de la matriz provisional y 
producen grandes cantidades de matriz extracelular. Además, fibroblastos de la 
herida adquieren un fenotipo contráctil y se transforman en miofibroblastos, que 
desempeñan un papel importante en la contracción de la herida (Clark, 1993). 
Todas las etapas del proceso de reparación son controladas por una amplia variedad 
de factores de crecimiento y citoquinas. Múltiples estudios han demostrado un efecto 
beneficioso de muchos de estos factores de crecimiento, por ejemplo, factores de 
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factores de crecimiento de fibroblastos 
(FGF), y el factor estimulante de granulocitos y de colonias de macrófagos (GM-CSF) 
en el proceso de curación, tanto en modelos animales como en seres humanos que 
sufren diferentes tipos de trastornos de la cicatrización (Abraham y Klagsbrun, 1996; 
Greenhalgh, 1996; Edmonds y cols., 2000; Harding y cols., 2002). El PDGF fue el 
primer factor de crecimiento en que se demostró un efecto en la quimiotaxis de 
células que migran en la piel durante la curación de las heridas, tales como 
neutrófilos, monocitos y fibroblastos. Además, actúa aumentando la proliferación de 
fibroblastos y la producción de matriz extracelular por estas células (Clark, 1993; 
Heldinch y Westermark, 1999). 
Diferentes estudios sugieren un papel importante del PDGF endógeno en el proceso 
de reparación tisular. Tras la lesión, PDGF se libera en grandes cantidades durante la 
desgranulación de las plaquetas (Ross y cols., 1974), y está presente en la herida, 
sobre todo en el inicio de la lesión (Breuing y cols., 1997; Vogt y cols., 1998). Los 
patrones de PDGF y la expresión del receptor para PDGF sugieren un mecanismo 
paracrino de acción, ya que son predominantemente expresados en la epidermis, 
mientras que los receptores se encuentran en la dermis y el tejido granulación (Beer y 
cols., 2000). 
Los FGFs comprenden un conjunto de factores de crecimiento de polipéptidos, que 
actualmente consta de 22 miembros (Ornitz y Itoh, 2001). Se transducen sus señales a 
través de cuatro proteínas tirosina quinasas transmembrana de alta afinidad, 
receptores de FGF 1-4 (Johnson y Willians, 1993), que se unen a los diferentes FGFs 
con diferentes afinidades. La mayoría de los FGFs se unen a un subconjunto específico 
de receptores de FGF. Una característica de los FGFs es su interacción con la heparina 
que es esencial para la activación de los receptores. 
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Se conocen numerosos efectos in vivo de los FGFs que permitirían desarrollar, a estos 
factores de crecimiento, un papel importante en la reparación de heridas. En 
particular, se ha demostrado que los FGF1 y FGF2 son capaces de estimular la 
angiogénesis en diversos sistemas de ensayo (Risau, 1990). Además, los FGFs son 
mitógenos para varios tipos de células presentes en el sitio de la herida, incluyendo 
fibroblastos y queratinocitos (Abraham y Klagsbrun, 1996). Algunos FGFs se han 
detectado en el sitio de la herida, lo que indica que las proteínas endógenas son 
también reguladores de la cicatrización de heridas. El FGF2 se encontró en heridas de 
humanos y en el exudado de heridas en cerdos, sobre todo en etapas tempranas 
después de lesiones (Grayson y cols., 1993; Cooper y cols., 1994; Nissen y cols., 1996; 
Vogt y cols., 1998). A través de estudios de inmunohistoquímica, se han localizado 
FGFs en piel lesionada. En ratón, utilizando un modelo de herida incisional, se 
encontró extracelularmente en la superficie de la herida el FGF2 así como dentro de la 
dermis adyacente a la herida (Whitby y Ferguson, 1991). Para obtener evidencias 
funcionales del FGF2 en la reparación de heridas, Broadley y cols. (1989) utilizaron un 
anticuerpo policlonal neutralizante específico para FGF2 humano. El análisis 
histológico de las heridas reveló un severo retraso en la reepitelización de la herida en 
los ratones tratados en comparación con los compañeros de camada de control. En el 
día 5 después de la lesión, el número de queratinocitos que proliferan en el epitelio se 
redujo un 80-90% en comparación con los ratones de control. Estos resultados 
demostraron un importante papel para el receptor de FGF de señalización en la 
reparación de heridas, aunque el tipo de FGF que es responsable no fue identificado 
por este estudio. 
La familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF) comprende varios miembros, el 
EGF, el factor de crecimiento transformante-α (TGF-α), el factor de crecimiento 
epidérmico de unión a heparina (HB-EGF), así como anfirregulina, epirregulina, 
betacelulina, neurregulinas, entre otros (Tsahar y cols., 1998; Yarden, 2001; Strachan 
y cols., 2001). Todos estos factores de crecimiento ejercen sus funciones mediante la 
unión de alta afinidad con cuatro receptores diferentes y se han demostrado un 
efecto positivo de EGF, TGF-α y HB-EGF sobre la reparación de heridas. Grotendorst y 
cols. (1989) detectaron factores similares a EGF en el exudado de heridas de ratas, y 
se demostró que extractos de este tipo de fluido de la herida tenía una actividad 
quimiotáctica para las células endoteliales que se neutralizaba con un anticuerpo anti-
EGF. Además, se identificó HB-EGF como el principal factor de crecimiento en heridas 
en piel en cerdos (Marikovsky y cols., 1993). Debido a que el HB-EGF es mitógeno para 
fibroblastos y queratinocitos, se sugirió que desempeñaría un importante papel en la 
formación del tejido de granulación y reepitelización. También se ha demostrado que 
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puede actuar sinérgicamente con el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF)-1, 
otro factor de crecimiento presente en el exudado de las heridas y que se ha 
demostrado es capaz de estimular la proliferación de queratinocitos in vitro 
(Marikovsky y cols., 1996). 
Por otro lado, la coordinación de las sucesivas fases de la inflamación en la 
cicatrización requiere un sutil equilibrio de citoquinas pro-inflamatorias y de sus 
antagonistas. Aunque la interleucina (IL)-1 se conoce como un factor clave, poco se 
sabe acerca de las funciones del receptor de IL-1 antagonista (IL-1ra). Ishida y cols. 
(2006) mostraron que IL-1ra en ratones provoca una interrupción del factor de 
crecimiento transformante (TGF)-β1 en la formación y depósito de colágeno así como 
en la expresión del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Las alteraciones 
del equilibrio entre factores pro-inflamatorios y anti-inflamatorios son una de las 
razones centrales para la inflamación persistente en curación de heridas crónicas. La 
complejidad y variedad de moléculas, células y factores de crecimiento que 
interactúan en el proceso de cicatrización de heridas posibilitan estrategias 
alternativas en el tratamiento de lesiones en la práctica clínica diaria (Schreml y cols., 
2010). 
La insulina como factor de crecimiento 
La insulina es una hormona polipeptídica y factor de crecimiento con diversas 
funciones fisiológicas. Se conoce principalmente por regular los niveles de glucosa en 
la sangre y la síntesis de proteínas, pero en el último siglo se ha demostrado que la 
insulina desempeña un papel fundamental en la diferenciación de las células de todos 
los vertebrados. La insulina ejerce importante función metabólica y participa en los 
procesos mitogénicos celulares mediados a través del receptor de insulina que está 
presente en los tejidos prácticamente de todos los vertebrados (Kahn 1985). 
La insulina es uno de los posibles mediadores hormonales de la producción de 
colágeno. Se sabe que estimula la síntesis de colágeno en los fibroblastos de la piel en 
una manera selectiva (Chaiken y cols. 1986; Flier y cols. 1986). Pellegrinelli y cols. 
(2001) describieron la presencia de receptores de insulina en los queratinocitos de la 
epidermis y en los folículos pilosos, e identificaron las vías de señalización por las 
cuales la insulina puede promover el crecimiento de la piel. También se ha 
demostrado que los queratinocitos humanos son dependientes de la insulina para su 
crecimiento (Tsao, 1982). Varios experimentos in vitro sugieren que factores de 
crecimiento, tales como la insulina, pueden actuar como quimiotácticos y mitógenos 
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para las células implicadas en la cicatrización de heridas, y que pueden estimular la 
angiogénesis, la formación y degradación de la MEC y la liberación de citoquinas 
(Greenhalgh y cols., 1990; Ando y Jensen, 1993; Benoliel y cols., 1997). El aumento del 
número de fibras de colágeno en animales tratados con insulina está de acuerdo con 
informes en los que se encontró que la insulina tópica mejora la curación de heridas 
al influir sobre los miofibroblastos y aumentar la formación de colágeno (Madibally y 
cols., 2003; Kassem y Trau, 2007). Liu y cols. (2009), estudiando las heridas en la piel 
de ratas tratadas tópicamente con insulina, observaron que se curaron más 
rápidamente, y que la insulina estimulaba la proliferación y la migración de los 
queratinocitos y la migración de células del endotelio microvascular. 
La naturaleza química de la insulina en tortugas no se conoce pero se ha demostrado 
que el mismo antisuero desarrollado frente a la insulina porcina reacciona con las 
células β del páncreas de tortugas del género Chrysemys (actualmente Trachemys) y 
de otros quelonios al igual que lo hace en páncreas de ratones y ratas (Gapp y Polak, 
1990). Otros estudios han confirmado la presencia de insulina en el páncreas y el 
intestino de diferentes especies de reptiles incluyendo los quelonios (Pérez-Tomas y 
cols., 1989; Campbell, 2006). Sin embargo, nuestra revisión bibliográfica demuestra 
que, a pesar de la evidencia del papel importante de la insulina tópica en la 
promoción de la cicatrización de heridas en varios modelos animales, no se han 
realizado estudios similares en reptiles. 
 

  
 
 
“El Dios de la Biblia es también el Dios del genoma. Él puede 
ser adorado en una catedral o en un laboratorio. Su Creación 
es majestuosa, asombrosa, compleja y bella.” 
 Francis Collins, genetista director del “Proyecto genoma humano” (1950) 
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4. Material y métodos 
Para alcanzar los dos objetivos planteados en el proyecto de esta tesis doctoral y 
demostrar nuestra hipótesis de trabajo se realizaron dos estudios experimentales 
consecutivos:  
1. Estudio clínico e histopatológico de la cicatrización espontánea por segunda 
intención de heridas experimentalmente inducidas. Realizado en el periodo 
comprendido entre abril y agosto de 2013. 
2. Estudio del efecto de la aplicación tópica de insulina porcina sobre la 
cicatrización en de heridas experimentalmente inducidas. Realizado en el periodo 
comprendido entre mayo y julio de 2014. 
En ambos diseños experimentales, tanto las instalaciones como las condiciones 
ambientales, los procedimientos utilizados en la valoración clínica, microscópica y 
morfométrica, así como el personal involucrado en el manejo de los animales fueron 
iguales en los dos estudios por lo que se describen en este apartado evitando las 
repeticiones metodológicas. 
4.1. Animales 
Los animales utilizados en los experimentos pertenecen a la colección del Parque 
Zoológico Municipal de Córdoba (Fig. 1) que desarrolla varios proyectos científicos y 
educacionales. Uno de ellos, es el Programa Andaluz para el control de las especies 
exóticas invasoras en lo cual actúa como centro receptor de estas especies. 
Experimento 1. Para el estudio de la cicatrización por segunda intención se utilizaron 
veinticuatro tortugas hembras adultas, con un rango de peso de 450 a 2000 g de la 
especie Trachemys scripta elegans (Fig. 2). Todos fueron considerados sanos en base 
al examen físico, el análisis hematológico (Fig. 3) y el análisis de flotación fecal. Las 
tortugas fueron identificadas con microchip (Fig. 4 y 5) y se alojaron al aire libre en 
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seis patios cerrados (cuatro animales en cada uno) con una superficie de 3 m²; cada 
patio incluía una piscina de plástico (900 litros de capacidad). El agua de las piscinas 
se cambiaba todos los días y procedía de la red pública de abastecimiento; los 
principales parámetros de calidad del agua fueron pH 7,72; nitritos 0,023 mg/L; 
amoniaco 0,266 mg/L; aluminio <100μg/L; combinado de cloro 0,86 mg/L; con el 
número de bacterias negativas para Escherichia coli, coliformes y bacterias aeróbicas 
a 22°C. La empresa municipal de agua de Córdoba (EMACSA) realiza controles 
microbiológicos y fisicoquímicos del agua dos veces al mes y publica los resultados en 
su página web. Todos los animales tuvieron libre acceso a un área de solárium y se 
alimentaron ad libitum con una dieta comercial para tortugas acuáticas (Aquatic 
Turtle Monster Diet, Zeigler Bros., Inc., Gardners, PA, EEUU). 
Después de un período de dos semanas de adaptación, las tortugas fueron asignadas 
a dos grupos experimentales de igual tamaño (n=12). El Grupo 1 se utilizó para 
evaluar las características clínicas, incluida la retracción de la herida; el Grupo 2, se 
utilizó para el estudio histológico de la cicatrización, para lo cual tres heridas de 
diferentes animales fueron rebiopsiadas a los 2, 7, 14, 21, 28, 42, 60 y 135 días de 
inducir la herida. Ambos grupos de animales fueron expuestos a las variaciones de 
temperatura ambiental propias de la época del año (Gráfica 1), y la humedad osciló 
entre el 48 y el 55%, propio de la estación (primavera/verano) en nuestra región 
geográfica (MacArthur y cols., 2004). Este periodo del año se consideró adecuado 
debido a que las tortugas habían salido de su periodo de hibernación y las condiciones 
meteorológicas eran óptimas para mantener su metabolismo activado. 
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Gráfica 1: Registro de las temperaturas ambientales máxima y mínima medidas en los terrarios de 
tortugas durante el período de estudio de 20 de abril hasta 5 de agosto de 2013. (Termómetro digital 
MicroLite USB data loggers LITE 5032P, Fourtec-Fourrier Technology, EEUU). 
Experimento 2. Para la evaluación del efecto de la aplicación tópica de insulina 
porcina en la cicatrización de heridas experimentalmente inducidas se utilizaron 44 
tortugas hembras adultas, con un rango de peso de 525 a 2100 g, de la especie 
Trachemys scripta elegans. Como se ha indicado anteriormente, se utilizó la misma 
metodología descrita en el experimento anterior para el control sanitario, 
identificación, manejo de los animales, e inducción de la herida y posteriores estudios 
clínico e histopatológico. Tras el período de adaptación, los animales fueron asignados 
en dos grupos. El Grupo 1, con 24 animales, se utilizó para evaluar las características 
clínicas de la cicatrización incluida la evaluación de la retracción de la herida; el Grupo 
2, con 20 animales, se utilizó para la evaluación histológica. Tras la inducción de la 
herida se re-biopsiaron a los 2, 7, 14, 21 y 28 días; en cada tiempo se tomaron las 
muestras de 8 heridas (4 tratadas con insulina y 4 control). El seguimiento fue 
realizado durante 28 días pues los principales cambios ocurren en este periodo y es 
un tiempo suficiente largo para poder evaluar los efectos clínicos de cualquier 
intervención terapéutica. Ambos grupos se mantuvieron siempre en las mismas 
instalaciones descritas en el experimento 1 y compartieron las mismas condiciones 
ambientales (Gráfica 2). 
 
Gráfica 2: Registro de las temperaturas ambientales máxima y mínima medidas en los terrarios de 
tortugas durante el período de estudio de 15 de mayo hasta 15 de julio de 2014. (Termómetro digital 
MicroLite USB data loggers LITE 5032P, Fourtec-Fourrier Technology, EEUU). 
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4.2. Inducción de la herida: biopsia inicial y controles 
En los experimentos 1 y 2, los animales fueron anestesiados con ketamina 20 mg/Kg 
IM (Imalgene® 100 mg/mL, Merial, Barcelona, España) y con detomidina, 0,5 mg/Kg 
IM (Domosedan® 10 mg/mL, Lab. Esteve, Barcelona, España) inyectadas 
separadamente en las patas delanteras. Sin previa desinfección, se hizo de forma 
simétrica una herida de 6 mm de diámetro en la cara dorsal de cada extremidad 
trasera utilizando un bisturí circular desechable (Fig. 6). En ambos experimentos, las 
heridas del Grupo 2 (Diagramas 1 y 2), para estudio histológico de la cicatrización 
espontánea y de heridas tratadas, se rebiopsiaron bajo el mismo protocolo de 
anestesia general con un bisturí circular desechable de 8 mm de diámetro. Después 
de cada procedimiento de biopsia, los animales se alojaron en terrarios individuales a 
temperatura ambiente durante aproximadamente 12 horas. La hemorragia de las 
heridas fue mínima en todas las tortugas y controlada con la presión digital. Tras el 
período de recuperación, los animales no mostraron signos de malestar y fueron 
devueltos a sus recintos. No se empleó anestesia local ni se administraron analgésicos 
post-biopsia o antiinflamatorios para evitar que interfiriesen con la cicatrización de las 
heridas. Todas las muestras de piel obtenidas cuando se realizaron las heridas fueron 
fijadas en formaldehido al 10% tamponado durante 16 a 20 horas y procesadas hasta 
su inclusión en parafina. Los cortes histológicos de las biopsias iniciales se utilizaron 
como controles internos de la estructura normal de la piel en la zona de las heridas.  
 
Diagrama 1. Esquematización de los animales utilizados en el experimento 1 y toma de muestras. 
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Diagrama 2. Esquematización de los animales utilizados en el experimento 2 y toma de muestras. 
 
4.3. Evaluación clínica de la cicatrización  
La evaluación clínica de curación de las heridas y valoración de la retracción se llevó a 
cabo en 24 heridas (Grupo 1). Las heridas fueron fotografiadas el día de su inducción 
(Fig. 7) y semanalmente hasta el día 28 después de la inducción (tiempos de control 
T0 a T4) usando un objetivo macro (Nikon AF-S DX 40 mm). Todas las fotografías se 
realizaron colocando una regla milimetrada junto a la herida que sirvió como escala 
interna para obviar las variaciones en la distancia de enfoque y para usar como escala 
durante la medición digital de la herida. Con este fin se utilizó un software de análisis 
de imágenes con el que se midieron dos diámetros de cada herida en cada tiempo de 
control (Fig. 8) para calcular posteriormente el perímetro de la herida (Analysing 
digital imaging, Global System Science, University of California, Berkeley, EEUU, 
http://dew.globalsystemsscience.org/software). La retracción de la herida se valoró 
calculando el porcentaje de reducción del perímetro de la herida en cada tiempo de 
control frente al perímetro de la herida inicial (T0). La medición digital de las heridas 
se hizo durante 4 semanas, hasta el día 28 posterior a la realización de la herida (T4). 
Otras medidas, incluyendo el área y el diámetro también se examinaron y 
proporcionaron información comparable. Las fotografías fueron valoradas siguiendo 
un modelo de un estudio ciego con dos observadores independientes. El coeficiente 
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de correlación entre los observadores fue de 0,98 y 0,97; calculado a partir de 20 
medidas repetidas del perímetro y del área de la herida, respectivamente. 
En el experimento 2 para evaluar el efecto de la insulina tópica sobre la cicatrización, 
se evaluó la retracción de la herida y las características macroscópicas de la 
cicatrización en 48 heridas del Grupo 1 (24 heridas control y 24 heridas tratadas con 
insulina) con la misma metodología aplicada en el proceso de cicatrización normal por 
segunda intención. 
4.4. Tratamiento tópico con insulina 
En el experimento 2, para el tratamiento tópico de las heridas se utilizó insulina 
porcina (Caninsulin® 40 UI/mL, MSD Animal Health, Salamanca, España) a la 
concentración de 5 UI/mL diluida en glicerol (G5516, Sigma-Aldrich, Inc., Missouri, 
EEUU). La primera aplicación se realizó a las seis horas de la inducción de la herida y 
diariamente durante la primera semana (7 días de tratamiento). La herida 
contralateral recibió sólo glicerol tópico en los mismos tiempos. Después de cada 
aplicación, las tortugas se mantuvieron durante una hora en un terrario sin acceso al 
agua. 
4.5. Estudio histológico 
Para el estudio microscópico todas las biopsias fueron fijadas en formaldehido al 10% 
tamponado durante 16 a 24 horas; se cortaron en dos mitades y se procesaron para 
inclusión en parafina de acuerdo con los procedimientos histológicos de rutina. De los 
bloques de parafina formados se hicieron cortes de 4 a 5 micrómetros de espesor. Las 
secciones fueron teñidas con hematoxilina y eosina (H&E), ácido periódico de Schiff 
(PAS), tinción de plata metenamina de Gomori (PAMS), tricrómico de Masson (TM) y 
tinción de Fraser-Lendrum (FL) para el estudio morfológico general, la zona de 
membrana basal (ZMB) e identificar con precisión el tejido fibroso 
proliferación/remodelación y exudado de fibrina, respectivamente. Se realizó para 
cada tiempo y muestra la evaluación microscópica sistemática de la re-epitelización y 
la formación de la zona de la membrana basal (ZMB), y los cambios morfológicos 
durante las fases de inflamación, proliferación, la progresión y remodelación del 
tejido de granulación que forma la cicatriz en la zona de la herida (Fig. 9). 
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4.6. Estudio inmunohistoquímico 
El objetivo del estudio inmunohistoquímico fue valorar si, en la piel de tortuga fijada 
en formol y con inclusión en parafina, se producía reacción cruzada con algunos 
anticuerpos comerciales utilizados comúnmente como marcadores celulares de 
células de mamíferos; si resultaran fiables permitiría su uso en el estudio de 
patologías de la piel y particularmente para caracterizar diferentes células durante el 
proceso de cicatrización de las heridas (Fig. 10). Se testó un panel de 15 anticuerpos 
monoclonales y policlonales cuyos datos se muestran en la Tabla 1. El estudio fue 
realizado en la piel normal de las tortugas, (primeras biopsias realizadas para inducir 
las heridas) y también en las biopsias tomadas a diferentes tiempos para el estudio de 
las fases del proceso cicatricial. El método inmunohistoquímico usado fué el complejo 
avidina-biotina-peroxidasa (ABC) (Perez y cols., 1999). Brevemente, se realizaron 
cortes de 4-5 micras que se recogieron en portaobjetos tratados con resina 
adherente; se desparafinaron en xilol y se rehidrataron en escala ascendente de 
alcoholes. La recuperación del antígeno se llevó a cabo mediante el pretratamiento de 
las secciones con pronasa 0,75% en tampón fosfato salino (PBS) durante 10 min a 
temperatura ambiente, o con ácido cítrico 0,01 M, pH 6 en un horno de microondas 
(650 W) durante 2 min, y después a temperatura baja (150 W) durante 5 min; la 
elección de un pretratamiento u otro se hizo siguiendo las recomendaciones del 
fabricante del anticuerpo. De forma sistemática los cortes histológicos se lavaron en 
PBS 0,01M pH 7,2; entre cada paso de la técnica. La peroxidasa endógena se inactivó 
mediante incubación en peróxido de hidrógeno metanol al 3% durante 30 min y la 
unión no específica del anticuerpo secundario fue bloqueada por incubación con 
suero normal de cabra al 10% durante 30 min a temperatura ambiente. Las secciones 
fueron incubadas con el anticuerpo primario, bien durante la noche en una cámara 
humidificada a 4°C, o bien durante 3h a temperatura ambiente; a continuación se 
incubó con el anticuerpo secundario (monoclonal de cabra anti-ratón o policlonal de 
cabra anti-conejo, Dako, Glostrup, Dinamarca) a la dilución específica (1:50 o 1:200, 
respectivamente) durante 30 min.  
Para revelar la inmunorreacción se utilizó a continuación el Complejo Avidina-Biotina-
Peroxidasa (ABC) (Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA, EEUU), durante 60 min a 
temperatura ambiente y en cámara oscura. Posteriormente el cromógeno utilizado 
fue Vector® Novared (Vector Laboratories, Inc). Los portaobjetos se tiñeron con 
hematoxilina, se deshidrataron y se procedió al montaje con cubreobjetos utilizando 
el medio conservante y adhesivo EUKITT® (Sigma-Aldrich Co, Alemania). La positividad 
de la inmunorreacción se demostró como una tinción marrón, difusa o granular, 
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intracitoplasmática o la membrana plasmática en las células que expresan el 
antígeno. Como control positivo se utilizaron piel normal y nódulos linfáticos de 
perros. Para los controles negativos se incubó con el diluyente de anticuerpos en 
lugar de los anticuerpos primarios. 
Tabla 1: Panel de anticuerpos y procedimientos utilizados para el estudio inmunohistoquimico en la piel 
de tortugas de la especie Trachemys scripta elegans. 
Anticuerpo Clon Especificidad Tratamiento Dilución Incubación 
 Citoqueratinas * AE1/AE3 Epitelio simple y 
estratificado 
Pronasa  1:100 18 horas a 4˚C 
 CK 5/6 * D5/16B4 Citoqueratinas 5 y 6 Pronasa 1:50 18 horas a 4˚C 
 Anti-human 
cytokeratin * 
MNF 116 Células epiteliales Citrato 1:50 18 horas a 4˚C 
 Desmina * D 33 Células musculares 
lisas y estriadas 
Citrato 1:50 18 horas a 4˚C 
 Vimentina * Vim 3B4 Células 
mesenquimales  
Citrato 1:100 18 horas a 4˚C 
 NCL-MSA § HHF 35 Musculo liso Pronasa 1:200 18 horas a 4˚C 
 Factor VIII * Policlonal Células endoteliales Citrato 1:100  3 horas a 
temperatura 
ambiente 
 Lisozima * Policlonal Lisozima Pronasa 1:200 3 horas a 
temperatura 
ambiente 
 Myeloid/ 
Histiocyte Antigen 
* 
MAC 387 Macrófagos/ 
histiocitos  
Pronasa 1:100 3 horas a 
temperatura 
ambiente 
 α-1 antitripsina* Policlonal Leucocitos 
polimorfonucleares, 
monocitos 
Citrato 1:75 18 horas a 4˚C 
 CD3 § LN 10 Linfocitos Pronasa 1:200 3 horas a 
temperatura 
ambiente 
 CD 14 ¥ CAM36A Macrófagos Citrato 1:50 18 horas a 4˚C 
 CD 21 ¥ GB25A Células dendríticas 
foliculares y  células B 
maduras 
Citrato 1:50 18 horas a 4˚C 
 CD 31 * JC70A Células 
endoteliales/vasos 
sanguíneos 
Citrato 1:20 18 horas a 4˚C 
 CD 68 § 514H12 Macrófagos Citrato 1:100 18 horas a 4˚C 
*Dako, Glostrup, Dinamarca; § Leika Biosystems, Milton Keynes, Reino Unido; 
¥ Monoclonal Antibody Center, Washington State University, EEUU. 
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4.7. Análisis morfométrico 
El estudio morfométrico se realizó para valorar la evolución de la respuesta 
inflamatoria en las diferentes fases del proceso de cicatrización y poder disponer con 
ello de un patrón de referencia cuando los animales se encuentran en condiciones 
ambientales con variaciones de la temperatura propias de la época del año. 
Experimento 1. Para el análisis morfométrico de la cicatrización normal, se utilizaron 
tres cortes histológicos, no seriados, teñidos con H&E de cada una de las tres biopsias 
de las heridas tomadas a los 2, 7, 14, 21, 28, 42 y 60 días post-inducción de la herida. 
Aunque el seguimiento de la cicatrización se realizó en este estudio hasta los 135 días, 
el análisis morfométrico no se consideró relevante ya que en ese el tejido de 
reparación se compone, básicamente, de los fibroblastos. De cada sección, se 
fotografiaron tres campos de gran aumento (400X) en los bordes laterales y el lecho 
de la herida; para cada punto de control, células inflamatorias (heterófilos, 
macrófagos, linfocitos y fibroblastos) fueron anotados por dos observadores (Fig. 11). 
La presencia de colonias bacterianas en la corteza fue registrada. El análisis 
morfométrico se realizó con el software “Image Pro Plus 4.0" (Media Cybernetics, 
Silver Spring, MD, EEUU). 
Experimento 2. Para el análisis morfométrico de la cicatrización de heridas tratadas 
con insulina tópica se emplearon tres cortes histológicos no seriados, (H&E) de cada 
una de las biopsias (cuatro tratadas y cuatro control) a los 2, 7, 14, 21 y 28 días post-
inducción de la herida. Los mismos procedimientos descritos anteriormente en el 
experimento 1 fueron aplicados en estos grupos. 
4.8. Análisis estadístico 
La normalidad de la distribución de las variables en todas las columnas de datos se 
analizó mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Como la medida de los 
recuentos de células no se distribuyeron normalmente se utilizó para su comparación 
el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de una prueba de Dunn para 
comparaciones múltiples del número de heterófilos, macrófagos, linfocitos y 
fibroblastos en cada tiempo de control enfrentando todos los pares de columnas 
dentro de un mismo tipo celular. Un valor de P <0,05 se consideró significativo. Se 
utilizó la prueba de Grubbs para detectar valores atípicos (outliers) significativos. El 
tamaño de la muestra necesario para detectar como significativas diferencias ≥ 25% 
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en el porcentaje de reducción de la herida se calculó mediante el software StatMate 
2.0; El resto de cálculos estadísticos se realizaron utilizando el software Prism 5.04 
para Windows (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, EEUU). 
4.9. Cuestiones éticas 
Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con las 
directrices europeas para el uso y cuidado de los animales de laboratorio y fueron 
aprobadas por el Comité de Ética Animal de la Universidad de Córdoba, España, 
documento en anexo (referencia 2168 /2013.03.21). 
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Figura 1. Vista general del recinto de las tortugas en el Zoológico de Córdoba. Figura 2. Trachemys scripta 
elegans, la presencia de una mancha roja a cada lado de la cabeza es una de las características de esta 
subespecie. Figura 3. Para el análisis hematológico se utilizó la sangre del seno subcaparacial. Figura 4. 
Implantación del microchip en la cavidad celomica posterior derecha. Figura 5. Identificación de las 
tortugas con el lector del microchip. 
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Figura 6. Biopsia inicial realizada en el miembro posterior con bisturí circular de 6 mm de diámetro. 
Figura 7. Fotografía con regla de la biopsia en el tiempo T0 para medir su perímetro. Figura 8. Imagen de 
la pantalla del programa “Analysing digital imaging” utilizado para verificar el perímetro y el área de las 
heridas. Figura 9. En cada tiempo si fotografiaron los bordes y el lecho de cada herida para el estudio 
histológico. Figura 10. Inmunorreacción positiva frente el anticuerpo AE1/AE3 en los queratinocitos 
utilizando el método ABC. Figura 11. Fotomicrografía con aplicación del programa “Image Pro Plus 4.0” 
utilizado para el estudio morfométrico.   
 
  
 
 
“Creo que al darnos la inteligencia, Dios tenía como intención darnos la 
oportunidad de investigar la belleza de su Creación. Él no se ve 
amenazado por nuestras aventuras científicas”.  
Francis Collins, genetista director del “Proyecto genoma humano” (1950) 
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5. Resultados 
5.1. Estudio de la cicatrización por segunda intención. 
5.1.1. Evaluación clínica  
El comportamiento y la condición física general de los animales no se vieron afectados 
por las heridas inducidas ni por el procedimiento del diseño experimental. La 
utilización del bisturí circular para la creación de las heridas cutáneas es un método 
rápido y seguro, que produce una exposición superficial del tejido subcutáneo y del 
musculo esquelético. Este método fue seleccionado para describir la curación por 
segunda intención en la piel de tortugas porque el modelo es mínimamente invasivo, 
técnicamente sencillo, reproducible, fácil de seguir con el tiempo y se ha utilizado 
anteriormente en diversas especies, incluyendo reptiles (Smith y Barker, 1988; French 
y cols., 2006; Hom y cols., 2007). Clínicamente, la variable principal evaluada fue la 
tasa de contracción de la herida porque se trata de una variable numérica adecuada 
para evaluar la eficacia del tratamiento y que cambia más rápidamente durante las 
primeras semanas de cicatrización; esto permite apreciar las diferencias más 
rápidamente y diseñar ensayos terapéuticos más cortos (Fig. 12). 
Inmediatamente después de la realización de la herida, la zona estaba cubierta con 
líquido seroso o seroso-hemorrágico; las hemorragias eran raras y fácilmente 
controladas con presión digital. Después de 7 días las costras eran finas y translúcidas 
y no rellenaban el defecto de la piel de manera que los bordes de la herida aparecían 
elevados. Una vez que el lecho de la herida ya estaba cubierto por el material que 
formaba la costra, ésta se caracterizó por estar deprimida en el centro y por tener 
poca consistencia de forma que con frecuencia se formaban anchas fisuras 
transversales. Las costras eran blanquecinas especialmente en sus centros, pero 
también presentaban zonas rojizas que correspondían a restos hemorrágicos, 
especialmente cerca de los bordes de la herida. En algunas heridas, las costras 
presentaban un aspecto húmedo con una superficie friable y muy irregular. En varias 
heridas las costras tenían un aspecto más seco y una superficie más lisa, oscura y de 
color rojizo debido a la hemorragia posterior a la biopsia (Fig. 12). 
Cicatrización de la piel de quelonios 
54 Tesis Doctoral UCO 
 
Después de 14 días, todas las heridas estaban cubiertas por costras completas con 
aspecto variable. Algunas de las costras eran de color amarillo oscuro, seco, con una 
superficie regular y bien adheridas a los bordes de la herida, pero en la mayoría de las 
heridas, las costras eran de color blanquecino, húmedo, con una textura friable 
edematosa. La superficie era irregular y tenía una fisura central. En general, las 
costras eran más gruesas que 7 días antes y de mayor espesor de modo que 
rellenaban progresivamente el lecho de la herida, reduciendo la profundidad de la 
herida (Fig. 12). 
La cicatrización de las heridas, después de 21 días, avanzaba lentamente y sin cambios 
significativos en comparación con la semana anterior. Todas las heridas 
permanecieron cubiertas por costras que eran más gruesos y de color más claro. La 
adherencia y la consistencia de las costras seguían siendo similares, pero tenían una 
superficie más irregular y todavía se veían friables, con restos de la costra 
desprendidos en superficie y con amplias fisuras que exponían el lecho de la herida. 
La mayoría de las costras se volvió de color amarillo claro (Fig. 12). 
A los 28 días, todas las costras mostraban características más homogéneas que en los 
controles anteriores. En general, la superficie de la costra era ahora más irregular, con 
un aspecto húmedo, casi mucoide y el color predominante en casi todas las heridas 
era el amarillo claro. La mayoría de las costras estaban ahora alineadas con los bordes 
de la herida y se veían menos firmes y gruesas (Figs. 12 y 13). 
La contracción de la herida fue lenta y muy heterogénea entre los animales; mientras 
que algunas heridas tenían un tamaño equivalente al 68,76% del valor basal después 
de una semana, en el tamaño que otros habían aumentado a 116,4% en comparación 
con la herida inicial. Después de 28 días el tamaño medio de las heridas fue sólo 
ligeramente inferior a la inicial con un tamaño medio respecto al perímetro inicial del 
91,41% (Tabla 2). Este valor representa una reducción media de la herida después de 
28 días de solo 8,59% (Grafica 3). A pesar de esta contracción lenta de las heridas, la 
cicatrización de las heridas progresaba de manera uniforme en todos los animales. El 
tiempo necesario para que las costras se desprendieran de forma espontánea fue 
variable pero en todos los animales fue superior a seis semanas. Una vez desprendida 
de la costra y cicatrizada la herida, la piel aparecía despigmentada, ligeramente 
deprimida y sin haber desarrollado por completo las reticulaciones o escudos típicos 
de la piel blanda en las tortugas. 
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Tabla 2. Estadística descriptiva de tamaño de las heridas, expresada como porcentaje de la circunferencia 
inicial de la herida. El tamaño de la herida se registró semanalmente durante 4 semanas. 
 T1 T2 T3 T4 
Número de muestras 24 24 24 24 
Media 93,24 87,84 88,64 91,41 
Desviación típica 11,98 12,45 17,75 19,42 
Error estándar 2,445 2,542 3,623 3,964 
Mínimo 68,76 59,96 56,05 52,56 
Límite inferior 84,09 78,66 74,43 74,37 
Mediana 96,44 87,79 88,27 99,98 
Límite superior 101 98,01 102,1 104,4 
Máximo 116,4 113,2 124,6 132,1 
Cuartil inferior 88,18 82,58 81,15 83,21 
Cuartil superior 98,3 93,1 96,13 99,61 
 
 
Gráfica 3: Evolución clínica de la contracción de la herida en la cicatrización por segunda intención. 
5.1.2. Resultados microscópicos 
5.1.2.1. Características de la piel normal en la zona biopsiada 
Las 48 biopsias iniciales de los Grupos 1 y 2 se evaluaron histológicamente para 
conocer la estructura precisa en esa región y usarlas como controles internos. La piel 
de la zona dorsal de las extremidades posteriores se caracteriza por tener una 
epidermis regular, moderadamente gruesa y descansa en una fina dermis (Fig. 14). La 
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unión dermo-epidérmica era lisa y la ZMB corría paralela a la superficie de la piel 
(Figs. 14-17). La epidermis consistía en alrededor de 12-25 capas de queratinocitos 
diferenciadas en tres estratos: el estrato germinativo (una capa), estrato espinoso o 
suprabasal (4-10 capas) y el estrato córneo (8-16 capas) (Figs. 16 y 17). La dermis, muy 
pobre en células, estaba compuesta principalmente por gruesas bandas de colágeno 
dispuestas regularmente en paralelo a la superficie de la epidermis y embebidas en 
escasa sustancia fundamental. Los fibroblastos eran escasos y dispersos en las bandas 
de colágeno (Figs. 14-16). Cuando estaban presentes, las células mononucleares 
linfoides eran escasas y no se observaron histiocitos. Los melanocitos se presentaban 
en número variable de acuerdo con el patrón de pigmentación de cada tortuga y pero 
siempre localizados en la dermis exterior, alrededor de los vasos dérmicos así como 
dentro de la capa basal de la epidermis (Figs. 15-17). La unión dermo-epidérmica se 
definió por una ZMB poco visible cuando las muestras se tiñeron con H&E; sin 
embargo, era visible como una banda homogénea o acidófila fibrilar débil usando 
PAS, y de color marrón-negruzco usando tinción de plata metenamina (Fig. 17). Una 
delicada, y a menudo poco visible, red de capilares y pequeñas arteriolas aparecía 
dispuesta en la dermis superficial y profunda, paralela a la epidermis. La red linfática 
también presentaba un aspecto similar a modo de una delicada red de vasos con 
paredes delgadas y lúmenes anchos e irregulares. Los linfáticos se localizaban cerca 
de la red de vasos sanguíneos; el tejido subcutáneo era delgado y compuesto por un 
escaso número de fibrocitos y fibras de colágeno (Fig. 14). 
5.1.2.2. Características histológicas de la cicatrización 
A los dos días de inducir las heridas, microscópicamente se observaba la superficie 
cubierta por una fina capa de exudado compuesto por plasma, fibrina, numerosos 
heterófilos intactos o degenerados, eritrocitos y algunos restos de células (Figs. 20-
22). En los márgenes, los extremos libres de las fibras de colágeno aparecían 
degenerados e infiltrados por escaso o moderado exudado sero-fibrinoso, heterófilos 
a menudo desgranulados, y macrófagos ocasionales que definían una delgada banda 
de reacción entre la dermis más profunda y la superficie (Figs. 20-22). En la dermis y la 
hipodermis perilesional, los principales cambios morfológicos fueron hiperemia aguda 
moderada, edema intersticial discreto y prominentes manguitos perivasculares de 
heterófilos y escaso o moderado número de linfocitos pequeños (Fig. 23). Los 
queratinocitos basales situados más próximos a los bordes de la herida mostraron 
cambios proliferativos discretos pero la reepitelización no se apreciaba 
morfológicamente en este momento del proceso de cicatrización; la ZMB aparecía sin 
cambios en el borde de la herida (Figs. 20 y 21). 
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A los 7 días, las heridas presentaban la superficie completamente cubierta por una 
costra serosa-celular compuesta por un exudado acidófilo denso formado por plasma, 
fibrina y numerosos heterófilos degenerados o intactos, así como eritrocitos y restos 
celulares (Fig 24); asimismo, se observaron los fragmentos degenerados de fibras de 
colágeno engullidos en las caras laterales de las costras. Un número variable de 
colonias de bacterias de morfología cocoide (Gram +) estaban presentes en la 
superficie de las costras sin afectar a los tejidos. Gran parte de los márgenes laterales 
de las heridas estaban ahora cubiertos por una delgada epidermis neo-formada, con 
una característica forma de cuña (Fig. 24) y donde se distinguen los queratinocitos 
basales y suprabasales (2 a 10 capas de espesor); con el anticuerpo AE1/AE3 los 
nuevos queratinocitos reaccionan intensamente, lo que permitió reconocer y valorar 
mejor el grado de reepitelización de las heridas bajo las costras (Fig. 25). En este 
tiempo de control, el lecho permanecía sin reepitelización cubierto por abundante 
exudado inflamatorio compuesto por plasma, numerosos heterófilos, algunos 
macrófagos y escasos fibroblastos o angioblastos (Fig. 26). En los laterales re-
epitelizados, la ZMB aparecía mal definida, a modo de banda fina e intermitente con 
restos de exudado y heterófilos y se había desprendido de la dermis subyacente en 
dos de las tres heridas. Curiosamente, observamos a menudo heterófilos situados 
justo debajo de los queratinocitos basales de la nueva epidermis donde la ZMB se 
estaba formando y estrechamente relacionados con fibroblastos activos (Fig. 27). Las 
zonas más profundas de la dermis presentaba un infiltrado con plasma abundante, 
heterófilos, macrófagos y algunos linfocitos pequeños.  
A los 14 días de inducir la herida, la superficie de la herida seguía cubierta por una 
costra similar a la descrita a los 7 días. La reepitelización era completa en dos heridas 
pero en una biopsia la zona del lecho de la herida permanecía sin cubrir. La nueva 
epidermis era más gruesa (8-12 capas) que a los 7 días y el estrato basal y espinoso 
estaban bien diferenciados (Fig. 28), aunque el estrato córneo era poco visible 
especialmente en el lecho de la herida (Fig. 29). En este tiempo de control, la ZMB era 
más regular en los bordes superiores respecto del lecho de la herida, y en dos 
animales la epidermis se desprendió de la dermis en zonas profundas (Figs. 28 y 29); 
al igual que a los días 7, numerosos heterófilos aparecían estrechamente relacionados 
con los queratinocitos basales de la nueva epidermis en la ZMB. El exudado 
inflamatorio y serofibrinoso persistía y el tejido de granulación era escaso con pocos 
macrófagos y fibroblastos; se observaron algunos angioblastos y yemas vasculares 
sobre todo en el lecho de la herida. El infiltrado de linfocitos era más abundante en la 
dermis perilesional alrededor de pequeñas arteriolas que en la zona de lesión. 
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A los 21 días, la superficie de la herida estaba cubierta por una costra con abundantes 
restos celulares. La reepitelización se había completado y la nueva epidermis aparecía 
normal o con variable grado de hiperplasia en las heridas de las diferentes tortugas. El 
tejido de granulación era más abundante con escasas fibras de colágeno y abundante 
matriz extracelular (Fig. 30) y el exudado inflamatorio ha disminuido en la mayoría de 
lesiones; la unión dermo-epidérmica estaba más diferenciada en los bordes 
superiores, aunque la membrana basal no es completamente idéntica a la de piel 
normal (Fig. 31); se observaron desprendimientos especialmente en zonas más 
internas y en el lecho (Fig. 30). En este tiempo de control de la cicatrización se 
observó proliferación de algunos melanocitos en los márgenes laterales de las 
heridas. 
A los 28 días, la superficie de las heridas estaba aún cubierta por costras densas 
compuestas principalmente de restos celulares. Ocasionalmente se observaron 
algunas colonias bacterianas cocáceas (Gram +) restringidas a la zona de la costra. En 
este momento de la cicatrización, la nueva epidermis (con más de 15 capas de grosor) 
mostraba los 3 estratos definidos (Figs. 32 y 34) y en alguna herida se observó 
hiperplasia focal discreta a moderada. El tejido de granulación era predominante en la 
herida con numerosos fibroblastos activos, angioblastos (Figs. 33 y 34), y menor 
número de macrófagos y heterófilos aunque en una de las heridas se mantenía con 
características similares al día 21 de cicatrización y el exudado inflamatorio era 
todavía abundante (Figs. 36 y 37). La cantidad de fibras de colágeno era variable se 
disponía con frecuencia de forma desorganizada; no obstante, en los bordes laterales 
y algunas zonas del lecho, los haces de fibras de colágeno tendían a estar dispuestas 
en paralelo a la epidermis (Fig. 33). La repigmentación todavía era escasa y 
progresaba desde los bordes laterales hacia el centro. 
A los 42 días, ya no se observaba la costra sobre la epidermis regenerada que tenía 
una estructura morfológica igual a la de la epidermis normal (Fig. 38). Bajo la 
epidermis, el tejido de granulación era mucho más maduro con abundantes 
fibroblastos y fibras de colágeno y yemas. La remodelación del nuevo tejido conectivo 
estaba más avanzada y progresaba desde los bordes laterales hasta el lecho de la 
herida (Fig. 38). No obstante, en este tiempo de cicatrización (seis semanas de la 
inducción de la herida) todavía estaban presentes zonas con tejido de granulación con 
fibroblastos activos, yemas vasculares e infiltrado de macrófagos y linfocitos en el 
lecho de la herida (Fig. 39), lo que demostraba que no se había logrado la curación 
total. La repigmentación estaba más avanzada también, tanto en la epidermis como 
en la dermis. 
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A los 60 días de inducir la herida, la epidermis era morfológicamente normal o 
moderadamente hiperplasica. La dermis se había restituido completamente por el 
nuevo tejido conectivo, en su mayor parte ya remodelado (Fig. 40). El número de 
fibroblastos disminuyó en relación con el control anterior y las fibras de colágeno se 
disponían con frecuencia paralelas a la epidermis. Sin embargo, el tejido regenerado 
todavía no es tan denso como en la dermis normal adyacente. Focalmente todavía se 
encontraron células mononucleares y yemas vasculares maduras. La ZMB estaba bien 
definida y morfológicamente mostró un patrón regular finamente fibrilar similar al de 
la piel normal (Fig. 41). 
A los 135 días, la epidermis presentaba todos sus estratos bien definidos y la ZMB era 
morfológicamente normal. El cambio principal fue la avanzada remodelación del 
nuevo tejido conectivo. Los haces de colágeno eran más gruesos que en las etapas 
anteriores, más similares a los de la piel normal, pero todavía no idénticos, por lo que 
se podía diferenciar bien la zona de cicatriz (Figs. 42 y 43). 
5.1.2.3. Resultados inmunohistoquímicos 
Del panel de anticuerpos testados en la piel normal y durante la cicatrización, los Acs 
AE1/AE3, Factor VIII, MAC 387, CD3, NCL-MSA, desmina y lisozima mostraron 
reactividad cruzada en las tortugas (Tabla 3), al reaccionar con las células y tejidos que 
pueden expresar los antígenos equivalentes para los que han sido desarrollados de las 
células humanas y que se utilizan por su reactividad cruzada con los tejidos de 
diferentes vertebrados como el perro, gato, conejo, ratón y también en aves. Así, 
AE1/AE3 mostró una reacción citoplasmática, de patrón difuso, intensa a moderada 
en los queratinocitos basales y suprabasales tanto en la epidermis normal como en la 
epidermis regenerada; el estrato córneo no mostró reacción (Figs. 18, 25 y 34). El Ac 
Factor VIII mostró inmunorreacción citoplasmática granular y/o difusa, de intensidad 
moderada en las células endoteliales y algunas células de morfología fusiforme del 
tejido de granulación; también se observó reacción moderada a intensa con la 
membrana citoplasmática de los eritrocitos. Con el Ac MAC 387 se observó 
inmunoreactividad citoplasmática difusa de moderada a o intensa con numerosos 
macrófagos del exudado inflamatorio (Fig. 36); algunas células fusiformes 
(fibroblasticas) y células endoteliales del tejido de granulación también reaccionaron 
con este anticuerpo. El Ac anti CD3 mostró tinción de membrana plasmática de 
numerosos linfocitos pequeños, intensa o moderada, en el exudado inflamatorio (Fig. 
37). Con el anticuerpo NCL-MSA, se observó inmunoreacción granular citoplasmática 
moderada o débil en células fusiformes (como angioblastos o fibroblastos), células 
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endoteliales y fibras musculares lisas de los vasos (Fig. 19). El Ac anti desmina 
reaccionó con fibras musculares lisas de los vasos. Finalmente el Ac anti lisozima 
reaccionó con células del exudado inflamatorio de morfología fibroblastica, 
macrofágica y también con células endoteliales del tejido de granulación. 
 
Tabla 3: Resultados de los estudios inmunohistoquímicos realizados en la piel de tortugas. 
Anticuerpo Observaciones Resultados 
Citoqueratinas 
(AE1/AE3) 
Reacción citoplasmática media a intensa en extracto 
basal e espinoso. 
+++ 
CK 5/6 Inmunoreacción negativa - 
Anti-human cytokeratin 
(MNF 116) 
Inmunoreacción negativa - 
CD3 Reacción en linfocitos, fibroblastos  y células endoteliales 
en el tejido de granulación 
++ 
CD 14 Inmunoreacción negativa - 
CD 21 Inmunoreacción negativa - 
CD 31 Escasa reacción en células fusiformes en tejido de 
granulación. 
- 
CD 68 Reacción débil 
Reacción en plasma y restos necróticos 
- 
Desmina Inmunoreacción  moderada en fibra muscular lisa ++ 
NCL-MSA Inmunoreacción, preferentemente, granular 
citoplasmática de fibroblastos y angioblastos  
+++ 
Vimentina Inmunoreacción negativa 
Tinción inespecífica de costra 
- 
Factor VIII Inmunoreacción intensa granular y difusa citoplasmática   
Células endoteliales  (++/+++) 
Células fusiformes (++/+++) 
Glóbulos rojos /reacción de membrana (++/+++) 
+++ 
Lisozima Reacción citoplasmática en células de morfología 
fibroblastica ( +/++) 
Reacción con patrón granular en endotelio vascular 
(++/+++) 
+++ 
Myeloid/ Histiocyte 
Antigen  
Inmunoreacción intensa difusa citoplasmática  
Células endoteliales( ++/+++) 
Células fibroblasticas (+/++) 
Macrófagos (++/+++) 
+++ 
α-1 antitripsina Reacción débil en células macrofágicas. - 
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5.1.2.4. Análisis morfométrico 
La evolución de las subpoblaciones de células inflamatorias desde los días 2 a 60 no 
siguió una trayectoria similar en todos los tipos celulares (Grafica 4). El número de 
heterófilos alcanzó su valor medio más alto en el control del día 2, 42,8 + 17,99 
células/HMF (media + SD), para más tarde disminuir de manera constante a lo largo 
de los siguientes controles. La reducción fue estadísticamente significativa (P <0,01) 
en el día 14 (11,27 + 8,81 células/HMF). Existió gran variabilidad entre los diferentes 
animales, como indica la alta desviación estándar de la distribución. En contraste con 
la curva de heterófilos, el número medio de linfocitos fue menor en el día 2 y alcanzó 
su punto máximo en el día 14 (9,06 + 10,27). La dispersión de los datos también fue 
muy alta y comparando los valores medios para cada control, se observaron 
diferencias estadísticamente significativas entre los controles de 2 y 60 días (P <0,05). 
Los recuentos de macrófagos fueron muy estables desde el día 2 (5,47 + 2,92 
células/HMF) hasta el día 42 (5,06 + 2,84 células/HMF), y esta baja variabilidad se 
aprecia gráficamente por dibujar sus recuentos medios una curva plana a lo largo del 
estudio. Al igual que en el recuento de linfocitos, las diferencias, respecto al día 2, 
fueron estadísticamente significativas el día 60 (P <0,001). Por último, el número de 
fibroblastos aumentó lentamente desde el día 2 (2,33 + 1,58 células/HMF) hasta el día 
60 (30,0 + 9,08 células/HMF), y las diferencias fueron estadísticamente significativas 
en el día 28 (P <0,001). 
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Grafica 4: La media de los recuentos de células inflamatorias en cada punto de tiempo de 2 a 60 días 
después de la creación de la herida. Las barras verticales representan la desviación estándar. Diferencias 
estadísticamente significativas a partir del día 2:* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001 (prueba de Kruskal-
Wallis con la prueba de comparación múltiple de Dunn). 
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5.2. Estudio de la aplicación tópica de insulina porcina. 
5.2.1. Evaluación clínica  
El comportamiento y la condición física general de los animales no se vieron afectados 
por las heridas o cualquier otro procedimiento del diseño experimental. No hubo 
diferencias significativas (P=0,715) que indicaran un aumento de peso antes y 
después del estudio tanto en el grupo de estudio clínico (Tabla 4) como en el grupo 
para estudio histológico (Tabla 5). 
 
 
Tabla 4: Comparativo entre los pesos iniciales y finales, en gramos, de las tortugas del grupo 
de estudio clínico. 
 Microchip Peso inicial Peso Final Diferencia 
1 11170 1773 1798 25 
2 11176 1336 1338 2 
3 11197 1188 1179 -9 
4 86556 1355 1378 23 
5 11155 1215 1238 18 
6 11195 686 710 24 
7 11192 915 923 8 
8 86557 925 932 8 
9 86558 1108 1120 12 
10 86559 1174 1168 -6 
11 86560 1207 1229 22 
12 11190 993 1002 9 
13 11173 1140 1168 28 
14 11175 893 915 22 
15 11177 886 913 27 
16 11191 457 460 3 
17 11189 388 379 -9 
18 11186 1409 1413 4 
19 11188 1296 1322 26 
20 11171 1215 1240 25 
21 11178 1007 1018 11 
22 11179 586 581 -5 
23 11198 646 640 -6 
24 11196 458 475 17 
Media (desviación típica)   11,8 (12,75) 
 
 
 
Cicatrización de la piel de quelonios 
64 Tesis Doctoral UCO 
 
Tabla 5: Comparativo entre los pesos iniciales y finales, en gramos, de las tortugas del grupo 
de estudio histológico. 
 Microchip Peso inicial Peso final Diferencia 
1 86570 1125 1144 19 
2 86571 1287 1312 25 
3 86572 958 974 16 
4 86573 749 772 23 
5 86574 823 841 18 
6 86575 469 485 16 
7 86576 698 692 -6 
8 86577 1058 1075 17 
9 86578 583 592 9 
10 86579 625 621 -4 
11 86580 1825 1836 11 
12 86581 1518 1539 21 
13 86582 1565 1558 -7 
14 86583 2012 2023 11 
15 86584 1769 1781 12 
16 86585 1596 1614 18 
17 86586 1308 1303 -5 
18 86587 1582 1597 15 
19 86588 1647 1653 6 
20 86589 1602 1611 9 
Media (desviación típica)   11,2 (9,82)  
El procedimiento de biopsia produjo heridas circulares bien delimitadas exponiendo el 
tejido subcutáneo y el músculo esquelético superficial. Inmediatamente después de 
realizar la herida, la zona estaba cubierta gradualmente con líquido seroso o sero-
hemorrágico, pero fueron poco frecuentes las hemorragias. La aplicación de insulina 
diluida en glicerol se caracterizó por la formación de una película lisa, resistente al 
agua, unida a los bordes de la herida (Fig. 44). 
En el grupo de tratamiento, las heridas se cubrieron rápidamente por una costra que 
persistió a lo largo de los 28 días de observación; además las características 
macroscópicas de estas costras eran claramente diferentes al grupo control. En las 
heridas de control, las costras se caracterizaban por un color más claro y una 
superficie más irregular; aunque las costras cubrían toda el área de la herida, la 
mayoría de ellas tenían fisuras que dejaban expuesto el lecho de la herida. Además, 
las costras de las heridas de control se hizo cada vez más húmeda y en el día 28 
presentan una textura mucoide. Por el contrario, las heridas tratadas con insulina se 
caracterizaron por un color más oscuro, una superficie más regular, y una mayor 
consistencia que se hacía evidente por la ausencia de fisuras o grietas en el espesor 
de la costra, que eran comunes en las heridas de control. En el día 28 las costras no 
habían desarrollado la textura mucosa observada en las heridas de control. 
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La retracción media de la herida, estimada por el porcentaje de reducción del 
perímetro de la herida inicial, fue mayor en las heridas tratadas con insulina en todos 
los puntos de control (Grafica 5). En los días 7 y 14, la retracción de la herida fue 
similar en ambos grupos y también parecía avanzar con un ritmo similar, pero 
después de esta fase inicial, las heridas de control revirtieron esta tendencia en el día 
21 y su tamaño aumentó ligeramente mientras que en el grupos de heridas tratadas 
con insulina se produjo el fenómeno contrario y la retracción progresó más 
rápidamente, con una pendiente descendente más pronunciada, de manera que al 
día 28, cuando el tamaño medio de la herida en el grupo control y en grupo de 
heridas tratadas con insulina eran 91,41% y 67,15%, respectivamente. En este 
momento, la retracción de las heridas tratadas fue significativamente mayor (P 
<0,0001) (Tabla 6). 
 
 
Grafica 5: Evolución de la retracción de la herida durante los primeros 28 días después de la lesión inicial 
en los grupos tratados con insulina y el control. Cada punto representa el tamaño medio de la herida y se 
expresa como un porcentaje de la circunferencia inicial de la herida. Las barras verticales representan el 
error estándar de la media. Diferencias estadísticamente significativas *** P<0,001 (prueba t no 
pareada). 
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Tabla 6. Estadística descriptiva de tamaño de las heridas tratadas con insulina tópica y control, 
expresadas como porcentaje de la circunferencia inicial de la herida. El tamaño de la herida se registró 
semanalmente durante 4 semanas. 
 
7 días (T1) 14 días (T2) 21 días (T3) 28 días (T4) 
 
Control Insulina Control Insulina Control Insulina Control Insulina 
Numero de muestras 24 24 24 24 24 24 24 24 
Media 93,24 87,66 87,84 83,19 88,64 78,93 91,41 67,15 
Desviación típica 11,98 15,76 12,45 15,16 17,75 16,63 19,42 13,89 
Error estándar 2,445 3,217 2,542 3,095 3,623 3,395 3,964 2,835 
Límite inferior 88,18 81,01 82,58 76,79 81,15 71,90 83,21 61,28 
Límite superior 98,30 94,32 93,10 89,59 96,13 85,95 99,61 73,01 
Mínimo 68,76 65,02 59,96 62,42 56,05 57,48 52,56 39,95 
Cuartil inferior 84,09 75,46 78,66 72,32 74,43 67,01 74,37 54,94 
Mediana 96,44 84,13 87,79 80,17 88,27 77,12 99,98 65,48 
Cuartil superior 101,0 95,64 98,01 89,19 102,1 88,96 104,4 75,60 
Máximo 116,4 132,1 113,2 130,5 124,6 119,4 132,1 94,76 
 
5.2.2. Resultados microscópicos 
Tras las primeras 48 horas, las heridas tratadas con insulina y los controles mostraban 
una apariencia similar; la superficie estaba cubierta por exudado seroso-hemorrágico 
compuesto por plasma, fibrina, eritrocitos y numerosos heterófilos (Figs. 45 y 46). En 
los bordes, el extremo libre de las fibras de colágeno estaba infiltrado por exudado 
sero-fibrinoso y por heterófilos a menudo degranulados en ambos grupos, pero el 
número de macrófagos era mayor en los bordes de la herida del grupo tratado lo que 
le daba un aspecto más definido de demarcación de los bordes (Fig. 47). La reacción 
inflamatoria en la dermis y la hipodermis perilesional fue similar en ambos grupos y 
consistió en hiperemia moderada, edema y heterófilos perivasculares prominentes 
con un número escaso de linfocitos. 
A los 7 días, las heridas tratadas con insulina y control mostraban la superficie 
cubierta por una costra serosa-celular compuesta por un exudado acidófilo, denso de 
plasma y fibrina, y con numerosos heterófilos, eritrocitos y restos celulares. La re-
epitelización de los bordes laterales se había producido de forma similar en ambos 
grupos pero la epidermis y la ZMB estaban mejor diferenciadas en las heridas tratadas 
(Figs. 49 y 50). La zona del lecho de la herida permanecía cubierta por exudado 
inflamatorio y sero-fibrinoso. Las heridas tratadas presentaron mayor número de 
heterófilos, macrófagos y fibroblastos formando un tejido de granulación joven en el 
grupo tratado respecto a los controles (Figs. 49 y 50). 
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A los 14 días, había diferencias microscópicas significativas entre las heridas tratadas 
con insulina y las heridas control (Figs. 51 y 52). Las heridas tratadas mostraban bajo 
la nueva epidermis un abundante tejido de granulación más celular y maduro. Con 
frecuencia, los fibroblastos activos aparecían dispuestos en paralelo a la superficie en 
la ZMB y estaban bien organizados en comparación con los controles 
correspondientes (Figs. 51 y 52); se observaron desprendimientos de la nueva 
epidermis en los grupos control, pero este fenómeno no se observó en las heridas 
tratadas. En este tiempo de control, el exudado inflamatorio era abundante tanto en 
los bordes laterales como en el lecho de la herida y se caracterizó por una cantidad 
moderada de plasma, reducción en el número de heterófilos, macrófagos y aumento 
moderado del número de linfocitos que era más prominente en las zonas 
perivasculares. El grupo control mostró número similar de heterófilos pero los 
macrófagos y los fibroblastos fueron menos prominentes en el tejido de granulación 
que en las heridas tratadas (Fig. 53). Por otra parte, morfológicamente el tejido de 
granulación y la ZMB eran más maduros en las heridas tratadas, a pesar de que la re-
epitelización era completa en ambos grupos. 
Al día 21, todas las heridas estaban todavía cubiertas por una costra acidófila con 
abundantes restos de células. La nueva epidermis era más gruesa y diferenciada 
ahora y mostraba todos los estratos con un grado variable de hiperplasia en ambos 
grupos. No obstante, en el grupo tratado con insulina, la ZMB era más completa y el 
tejido de granulación más maduro, con mayor número de fibroblastos activos 
dispuestos en paralelo a la superficie y cantidad variable de fibras de colágeno. 
En el día 28, las heridas tratadas con insulina mostraron un tejido de granulación más 
abundante y remodelado en toda la herida, compuesto por numerosos fibroblastos 
activos que producían fibras de colágeno, organizadas en un patrón que se asemejaba 
a la disposición ordenada característica de la dermis normal (Figs. 54 y 55). En las 
heridas control, el tejido de granulación presentaba una cantidad variable de fibras de 
colágeno poco remodeladas. En ambos grupos se observó que la cicatrización en los 
bordes laterales se reparaban antes que el lecho de la herida (Fig. 56). La 
repigmentación fue moderada o abundante, progresando centrípetamente desde los 
bordes laterales. 
5.2.3. Análisis morfométrico 
La aplicación tópica de insulina se asoció con diferencias estadísticamente 
significativas, con recuentos medios estadísticamente superiores de heterófilos, 
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macrófagos y fibroblastos, mientras que el recuento de linfocitos fue 
estadísticamente inferior a los 28 días (Grafica 6). En el día 2, el número medio de 
heterófilos era similar en ambos grupos, pero mientras que el grupo control mostró 
un rápido descenso durante los siguientes días, en los grupos de insulina el número 
de heterófilos se mantuvo sin cambios durante la primera semana de curación y las 
diferencias en la media de cuentas fueron altamente significativo en el día 7 (P 
<0,0001). Después de esta primera semana, la densidad de heterófilos evolucionó de 
manera similar en ambos grupos. 
El efecto de la insulina se acentúa especialmente en los recuentos de macrófagos. La 
aplicación de insulina se asoció con un numero significativamente mayor de 
macrófagos durante las dos primeras semanas de cicatrización de la herida que 
alcanzan las mayores diferencias en el tiempo de control de 7 días (P = 0,0002). 
 
Grafica 6: La media de los recuentos de células inflamatorias en cada punto de tiempo de 2 a 28 días 
después de la creación de la herida. Las barras verticales representan la desviación estándar. Diferencias 
estadísticamente significativas a partir del día 2: * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001 (prueba de Kruskal-
Wallis con la prueba de comparación múltiple de Dunn). 
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Figura 12. Evolución macroscópica de las lesiones hasta los 28 días en 3 animales. La retracción de la 
herida es limitada, la formación de costra es lenta en todos los animales y en las 2 primeras tortugas la 
costra es poco consistente. A los 28 días las costras son húmedas y más delgadas. 
 
Figura 13. Correlación macro y microscópica de la cicatrización en una misma herida a los 0, 7, 14, 21 y 
28 días. 
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Figuras 14 a 19. Piel normal de la zona dorsal de las extremidades posteriores de Trachemys scripta 
elegans. Figura 14. La epidermis es regular y presenta invaginaciones hacia la dermis que producen el 
efecto óptico de escamas. La unión dermo-epidérmica es lisa y la dermis está formada por gruesas 
bandas de colágenos dispuestas paralelas a la superficie. Figura 17.  La zona de membrana basal discurre 
entre los queratinocitos basales y la dermis. Tinción de Gomori PAMS. Figura 18. El anticuerpo AE1/AE3 
se expresa de forma intensa y difusa en los queratinocitos basales y suprabasales de la epidermis. Figura 
19. NCL-MSA reacciona con las fibras lisas de los vasos y fibroblastos-fibroangioblastos. Método ABC. 
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Figuras 20 y 21. Cicatrización a los 2 días de inducción de las heridas. Los bordes laterales están 
demarcados por una banda de exudado serofibrinoso, eritrocitos y heterófilos. H&E. Las porciones libres 
de las fibras de colágeno aparecen embebidas por el exudado y forman parte de la costra incipiente 
Tricrómico de Masson. Figura 22. Lecho de la herida con el exudado celular y plasmático formando la 
costra incipiente. Figura 23. En los márgenes de la lesión se presenta un infiltrado perivascular de 
heterófilos y algunos linfocitos pequeños. H&E. Figura 24. Cicatrización a los 7 días de inducción de la 
herida. El nuevo epitelio cubre el lateral de las heridas. Figura 25. Con el anticuerpo AE1/AE3 se aprecian 
el avance de los queratinocitos cubriendo la superficie entre el exudado de la dermis y  la costra. Método 
ABC. 
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Figura 26. Cicatrización a los 7 días de inducción de las heridas. Detalle del borde lateral con numerosos 
heterófilos en la zona de formación de la membrana basal. H&E. Figura 27. Detalle del lecho a los 7 días, 
sin epitelio y cubierto de abundante exudado plasmático y celular. Figuras 28 y 29. Cicatrización de la 
herida a los 14 días. La epidermis cubre toda la superficie del lecho pero la unión dermo-epidérmica es 
muy frágil y se desprende durante el procesado de la biopsia. En la figura 29 se observa el margen de una 
herida con epidermis bien diferenciada y la zona de membrana basal más definida (flecha) con exudado 
celular y plasmático. H&E. Figura 30. Cicatrización a los 21 días de inducir la herida. El nuevo epitelio está 
bien diferenciado, sigue cubierto por una costra y el tejido de granulación es todavía muy activo en 
muchas zonas y se producen desprendimientos (flecha). H&E. Figura. 31. Detalle de la unión dermo-
epidérmica en el borde superior de la herida donde la membrana basal regenerada es fina y escasamente 
teñida respecto a la de la piel no afectada (flecha).Tinción de Gomori PAMS. 
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Figuras 32 a 37. Cicatrización a los 28 días de inducción de las heridas. Borde lateral. La epidermis tiene 
una diferenciación similar a la epidermis normal adyacente y persiste la costra y tejido de granulación 
activo. H&E. Figura 34. Inmunorreacción intensa de los queratinocitos basales y suprabasales en el lecho 
de la herida. Figura 35. Tejido de granulación con abundantes fibroblastos y algunas yemas vasculares. 
H&E. Figura 36. Inmunorreacción intensa con el anticuerpo MAC 387 de numerosas células 
mononucleares, tipo macrófago situadas en el tejido de granulación del lecho de la herida. Método ABC. 
Figura 37. El anticuerpo CD3 muestra intensa inmunoreacción citoplasmática con los linfocitos 
perivasculares en los márgenes de la herida. Método ABC. 
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Figura 38. Cicatrización a los 42 días de inducción de las heridas. El tejido de granulación tiene mayor 
cantidad de fibras de colágeno y yemas vasculares. Tricrómico de Masson. Figura 39. Algunas heridas 
todavía presentan zonas de inflamación y tejido de granulación activos. Figura 40. Cicatrización a los 60 
días de inducción de las heridas. El tejido de granulación con mayor cantidad de fibras de colágeno está 
en fase de remodelación y se ha repigmentado la zona regenerada. H&E.  Figura 41. La  membrana basal 
está bien definida y morfológicamente muestra un patrón finamente fibrilar muy cohesionado con los 
queratinocitos basales (flecha). Figuras 42 y 43. Cicatrización a los 135 días. La epidermis es 
completamente normal y la zona de membrana basal se ha completado (imagen insertada).  La 
remodelación del nuevo tejido conectivo está muy avanzada aunque se aprecian algunas diferencias con 
respecto a la dermis normal. H&E y Tricrómico de Masson. 
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Figura 44. Aspecto macroscópico de las heridas tratadas con insulina y control en las tortugas nº 11195 y 
11190. A la semana de realizar la herida (T1) las heridas tratadas con insulina aparecen más activas, con 
mayores signos de inflamación. Las costras en las heridas tratadas con insulina son más oscuras, secas y 
con una superficie más regular. Los bordes de la herida están más elevados en las heridas control, 
mientras que en las heridas tratadas con insulina el lecho de la herida se eleva antes por una formación 
más rápida de tejido de granulación. La retracción de la herida fue mayor en las lesiones tratadas con 
insulina, pero para valorar en esta imagen la retracción de la herida es necesario comparar el tamaño 
final de cada herida con su tamaño inicial. 
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Cicatrización en heridas tratadas con insulina y controles. Figuras 45 y 46. A los 2 días los bordes 
laterales (a) y el lecho (b) de la herida están bien demarcados por una empalizada de heterófilos, y 
exudado sero-fibrinoso (flechas) Figuras 47 y 48. Las heridas tratadas muestra un infiltrado de 
macrófagos mucho más numeroso que los controles. H&E. Figuras 49 y 50. A los 7 de inducción de la 
herida la zona re-epitelizada es similar pero en las heridas tratadas (T) la epidermis y la zona de 
membrana basal están más diferenciadas respecto a los controles (C) (flechas); el exudado inflamatorio 
tiene abundantes macrófagos y heterófilos y el tejido de granulación es más abundante con mayor 
cantidad de fibroblastos, mientras en los controles es todavía escaso (flecha). H&E.   
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Cicatrización en heridas tratadas con insulina y controles. Figuras 51 y 52. A los 14 días, las heridas 
tratadas muestran abundante y maduro tejido de granulación con fibroblastos activos, dispuestos en 
paralelo a la epidermis y hay producción y depósito de fibras de colágeno. H&E y Tricrómico de Masson. 
Figura 53. Las heridas controles tienen escaso tejido de granulación y predominio de exudado células y 
plasmático (persistencia de fase de inflamación). H&E. Figuras 54 y 55. A los 28 días, el tejido de 
granulación es más maduro, con mayor cantidad de fibras de colágeno remodeladas. H&E y Tricrómico 
de Masson, respectivamente. Figura 56. A los 28 días, las heridas control presentan un tejido de 
granulación joven coexistiendo con inflamación activa y escasa producción de fibras de colágeno 
(flechas). H&E. 
 
 
 

  
 
 
“Coincido con Salomón al decir que la sabiduría proviene solamente de 
Dios.”  
Blaise Pascal, matemático y filósofo (1623-1662). 
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6. Discusión 
6.1. Cicatrización por segunda intención 
El presente estudio demuestra que la cicatrización por segunda intención en la piel de 
Trachemys scripta elegans expuestas a variaciones diarias en la temperatura 
ambiente y con acceso libre al agua, avanza lentamente y con un comportamiento 
indolente. Aunque los mecanismos básicos son esencialmente equivalentes a los 
descritos en los mamíferos, aves y algunas especies de reptiles, hubo claras 
diferencias clínicas e histopatológicas. Específicamente, la limitada contracción de la 
herida; la persistencia de la costra hasta al menos el día 28, a pesar de constatar que 
la reepitelización era histológicamente completa el día 14 en la mayoría de animales. 
Además, la inflamación activa se prolongó hasta los 28 días y 42 días, mientras que y 
la proliferación del tejido conectivo y su remodelación no se produjo de manera clara 
antes de 42 a 135 días. 
Clínicamente, la contracción de la herida cutánea en las tortugas era limitada y no 
significativa. Después de 28 días la contracción media de la herida fue de menos de 
10% de la herida original. Como se ha descrito en las serpientes (Smith y Barker, 
1988), las tortugas forman una costra seca y persistente sobre el lecho de la herida y 
la curación se caracteriza por la epitelización bajo la costra con disminución del 
espesor de la dermis que se va recuperando lentamente. Las heridas de la piel se 
redujeron de tamaño durante las tres primeras semanas (T1, T2 y T3) pero desde 
estos tiempos de control en adelante las heridas aumentaron de tamaño y la mayoría 
de las heridas todavía tenía una costra superficial seis semanas después de la creación 
de la herida. La cicatrización de heridas cutáneas circulares en serpientes siguió un 
patrón similar, ya que en todos los animales, la forma de las heridas no disminuyó, y 
este hallazgo no estuvo afectado por la temperatura ambiente (Smith y cols., 1988). 
Al contrario de lo que se ha descrito en dragones barbudos (Keller y cols., 2014), las 
costras en las tortugas no impedían la visualización de los bordes de la herida, y no 
hubo en ningún caso que retirar las costras para medir los perímetros. Por tanto, en 
tortugas el modelo de biopsia de piel con un bisturí circular, puede considerarse un 
medio adecuado para la evaluación de contracción de la herida sin interferir con su 
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cicatrización. Debido a que la reducción en la contracción de la herida es lenta y más 
acentuada durante las primeras semanas, el tamaño (perímetro) de la herida se 
registró sólo durante las primeras cuatro semanas. La contracción de la herida fue aún 
más lenta después de este periodo y en nuestra opinión, un seguimiento de cuatro 
semanas es suficiente para evaluar y comparar los efectos que cualquier intervención 
terapéutica podría tener sobre la cicatrización de heridas en piel blanda de tortugas. 
En los mamíferos la contracción de la herida se produce de una manera centrípeta 
principalmente debido a la proliferación del tejido de granulación desde los bordes 
hacia el centro (Swaim, 1980; Scrheml y cols., 2010). Su eficacia en mamíferos se debe 
a que existen áreas de piel móvil y músculos cutáneos bien desarrollados. En las 
tortugas, la falta de contracción de la herida se asemeja a las observaciones en los 
lagartos que no desarrollan un lecho continuo de tejido de granulación, tienen una 
piel menos móvil, y carecen de musculatura cutánea (Maderson y Roth, 1972; Keller y 
cols., 2014). Sin embargo, este lento proceso de contracción de la herida parece ser 
mayor en las tortugas que en otras especies de reptiles. Este hallazgo podría estar 
relacionado con la exposición de los animales a las variaciones de la temperatura 
ambiente, aunque las temperaturas durante el periodo de estudio estuvo siempre 
dentro del rango metabólico fisiológico de la especie Trachemys scripta elegans 
(McArthur y cols., 2004). El proceso de cicatrización no parece ser igual de lento en 
todos los reptiles. En dragones barbudos donde se realizaron experimentalmente 
heridas cutáneas similares, la contracción de la herida alcanzó el 50% de la herida 
inicial después de solo 17 días; mientras que lagartos arbóreos (Urosaurus ornatus), 
machos sanos, mantenidos a 27ºC y donde se practicó una biopsia con sacabocados 
de 3,5 mm, necesitaron una media de 14,35 días para curar con un tamaño de la 
herida casi cero después de 20 días (French y cols., 2006; Keller y cols., 2014). Esta 
tasa de retracción de la herida registrada en este tipo de lagartos es incluso más 
rápida que la observada en mamíferos. Cuando se utilizaron biopsias por punción con 
4 mm de diámetro como modelo de cicatrización de la piel en voluntarios humanos 
sanos, el tiempo medio para alcanzar el 100% de cierre era de 29,75 días (Hom y cols., 
2007). Un factor para explicar la mayor velocidad de cicatrización en lagartos 
arbóreos frente a otros experimentos puede ser el tamaño de la herida. Así, heridas 
de mayor tamaño, por ejemplo de 6 mm como las inducidas en nuestro estudio, van 
asociadas a tiempos de curación más prolongados en todas las especies. 
La curación total de la herida se considera que comprende la suma de la contracción y 
la reepitelización (Bohling y cols., 2004). Clínicamente, podemos considerar una 
herida curada cuando se desprende la costra y la piel que queda expuesta está 
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completamente epitelizada, aunque el grosor de la dermis no sea como el original. La 
escasa contracción encontrada en las tortugas podría contribuir a que los tiempos de 
cicatrización sean más largos en comparación con otros reptiles, pero aparte de las 
diferencias entre las especies, otros factores pueden haber contribuido para que la 
cicatrización de heridas se retrasara en nuestro estudio. Los estudios anteriores sobre 
la cicatrización de heridas en reptiles mantienen los animales en un hábitat 
restringido con una temperatura constante que coincide normalmente con la 
temperatura metabólica óptima de la especie. Por el contrario, en nuestro estudio los 
animales fueron alojados en instalaciones al aire libre para reproducir las condiciones 
de vida naturales de las tortugas, como mascotas o en la naturaleza. En consecuencia, 
las tortugas fueron expuestas a las variaciones diarias de temperatura y humedad, 
tuvieron libre acceso al agua y al sol. Algunos de estos factores, como por ejemplo la 
posibilidad de pasar varias horas sumergidas y la exposición a bacterias, pudieron 
afectar negativamente a la cicatrización pero también nos permitieron valorar de una 
forma más fidedigna los cambios clínicos e histológicos. 
En las serpientes, la curación de heridas en la piel podría acelerarse mediante el 
mantenimiento de los animales en el extremo superior de su rango de temperatura 
(Smith y cols., 1988). Temperaturas nocturnas más bajas pueden haber contribuido a 
la lenta cicatrización de las heridas en tortugas. Además, otras posibles 
complicaciones como la infección bacteriana y la exposición al agua podrían influir 
negativamente en el proceso de cicatrización. De hecho, se encontraron colonias 
bacterianas en algunas de las segundas biopsias recogidas del Grupo 2 que, aunque 
no invadieron los tejidos de la cicatriz, sugieren la necesidad del uso de antisépticos. 
Además, la exposición al agua podría haber influido en las características generales de 
las costras superficiales, ya que, en el último control macroscópico el día 28, todas las 
costras se encontraban más húmedas y tenían una textura mucoide. Una posible 
explicación es que los animales pasaran más tiempo en el agua al final del 
experimento, porque el clima era más cálido al avanzar la primavera. A pesar de que 
todos los animales cicatrizaron sin complicaciones destacables, en una situación 
clínica, sería deseable una mayor rapidez de cicatrización. Este largo tiempo de 
curación y la exposición a posibles complicaciones justifican la búsqueda de 
tratamientos prácticos para acelerar y mejorar la cicatrización de heridas de la piel en 
las tortugas. 
Nuestros resultados muestran que la cicatrización por segunda intención de heridas 
en tortugas sigue el mismo patrón de respuesta tisular descrito en otras especies con 
algunas diferencias relevantes. En primer lugar, la enorme superposición de los 
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procesos inflamatorios y proliferativos, que se hicieron muy crónicos (algunas heridas 
sufrieron retrocesos durante la cicatrización por lo menos hasta seis semanas después 
de la curación). En segundo lugar, el tejido de granulación era escaso o moderado en 
los bordes laterales y de moderado a abundante en el lecho de la herida. Este hallazgo 
es contrario a los estudios anteriores en serpientes que describen la curación de 
heridas a partir de los bordes laterales; y tercero, la ZMB persiste morfológicamente 
inmadura durante muchas semanas (60 días después de la herida) lo que coincide con 
la fragilidad de la unión dermo-epidérmica observada en este estudio y explica los 
desgarros producidos en algunas heridas (Smith y Barker, 1988; Wilmink y cols., 1999; 
Bohling y cols., 2004; Baum y Arpey, 2005). 
En cuanto a la reepitelización, nuestro estudio mostró resultados similares a los de 
estudios anteriores en mamíferos (Baum y Arpey, 2005; Kumar y cols., 2010; Schreml 
y cols., 2010) y otras especies de reptiles (Smith y Barker, 1988); la reepitelización fue 
completa a partir del día 14, aunque la recuperación del espesor normal de la 
epidermis y la diferenciación completa de los estratos, no fué evidente antes de los 28 
o 42 días de la inducción de la herida. La proliferación y migración de los 
queratinocitos parecía llevarse a cabo a través de la matriz acidófila formada por el 
plasma, el exudado de fibrina y probablemente otras proteínas producidas por los 
fibroblastos como se ha descrito en mamíferos (Baum y Arpey, 2005, Kumar y cols., 
2010). Curiosamente, durante la reepitelización observamos que muchos heterófilos 
estaban situados entre los queratinocitos regenerados y los fibroblastos proliferados 
que se disponían más en superficie, lo que nos sugirió su participación en el proceso 
de restitución de la ZMB con un papel de eliminación de restos de exudado (Baum y 
Arpey, 2005). 
La excelente Inmunorreacción de los queratinocitos basales y suprabasales con el 
anticuerpo AE1/AE3 nos ha permitido poner de relieve las características morfológicas 
de la regeneración de la epidermis durante la cicatrización de heridas y su utilidad 
para los estudios de diferentes lesiones de la piel en tortugas. 
Durante este experimento, la ZMB permaneció sin una estructura normal en las zonas 
reepitelizadas (con tinciones de plata y PAS) hasta al menos el día 28 después de la 
herida; fue a partir de los 60 días cuando observó morfológicamente normal. Estos 
hallazgos podrían justificar el desprendimiento fácil que se produjo de la unión 
dermo-epidérmica regeneradas durante los 28 días de inducción de las heridas. La 
persistencia de tejido de granulación activo en esa zona de los márgenes puede estar 
relacionada con la lenta maduración de la ZMB; hay que recordar que en la formación 
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de la MB participan tanto los queratinocitos como los fibroblastos de la dermis y 
precisamente la zona fibrosa de la lámina sub-basal depende del colágeno tipo VII 
producido por una población de fibroblastos estrechamente yuxtapuestos a los 
queratinocitos basales. Aunque la ZMB es una estructura crítica entre la epidermis y la 
dermis, en la mayoría de estudios sobre cicatrización no se atiende de manera 
específica a formación y maduración durante el proceso (Maderson y Roth, 1972; 
Smith y Barker, 1988; Wilmink, 1999; Bohling y cols., 2004; Baum y Arpey, 2005; 
Schreml y cols., 2010; Mauldin y Peters-Kennedy, 2015). Consideramos que son 
necesarios más estudios para caracterizar mejor esta compleja estructura de la piel en 
reptiles y su papel en el anclaje de la epidermis a la dermis durante el proceso de 
curación. 
La respuesta inflamatoria y la proliferación de tejido conjuntivo, se evaluaron 
morfológica y cuantitativamente durante el proceso de cicatrización. Nuestros datos 
de análisis morfométrico muestran que en su dinámica reproducen el patrón clásico 
de la migración celular secuencial documentado en los seres humanos, pero más 
prolongado en el tiempo (Baum y Arpey, 2005; Schreml y cols., 2010). En las heridas 
de pacientes humanos con cicatrización por segunda intención, los recuentos de 
neutrófilos, macrófagos y linfocitos suelen alcanzar su máximo a los 2, 3 y 5 días 
respectivamente (Park y Barbul, 2004). En las tortugas se produce una secuencia 
temporal parecida pero mucho más retrasada; así, los heterófilos, linfocitos y 
macrófagos alcanzaron su punto máximo a los 2, 7 y 14 días, respectivamente. Otra 
diferencia relevante cuando se compara la cicatrización por segunda intención de 
heridas en seres humanos y en tortugas fue que los macrófagos no fueron las células 
predominantes. En los seres humanos, los macrófagos, a partir de los 2 días, juegan 
un papel crítico en la cicatrización de heridas y más específicamente en la 
cicatrización por segunda intención. Estas células constituyen la población 
predominante antes de la migración de fibroblastos y su proliferación en el tejido de 
granulación que será clave en la contracción de la herida (Park y Barbul, 2004). Según 
nuestros resultados, la discreta presencia de macrófagos en las fases iniciales y 
durante la cicatrización podría estar relacionada con la tardía aparición del tejido de 
granulación en las heridas y la lentitud en la reparación y retracción. 
Histológicamente se han encontrado diferencias entre este estudio y otros previos 
similares. Los heterófilos fueron las principales células tempranas del exudado 
inflamatorio; aunque en menor número persistieron en las heridas hasta etapas muy 
tardías, lo que está de acuerdo con estudios previos en reptiles (Smith y Barker, 1988; 
Mitchell y Diaz-Figueroa, 2004). El papel de los heterófilos en la cicatrización de 
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heridas de reptil es poco conocido. En cocodrilos americanos se ha considerado que 
desempeñan un papel similar al de los neutrófilos en los mamíferos, proporcionando 
una barrera contra la invasión bacteriana local en lugar de influir activamente en el 
progreso de la reparación tisular (Simpson y Ross, 1972; Mateo y cols., 1984). 
Nuestros resultados mostrarían que los heterófilos no sólo eran la población más 
abundante de células inflamatorias con funciones defensivas antimicrobianas, sino 
también la de intervenir en la unión dermo-epidérmica durante el proceso de 
reepitelización, sugiriendo que podrían tener un papel importante en la restauración 
de la ZMB, tal vez en la limpieza de exudado seroso-fibrinoso y de restos celulares de 
la zona de anclaje. Los neutrófilos y los macrófagos contribuyen a la proliferación y 
migración de otras células inflamatorias y mesenquimales a través de citocinas y 
liberación de los factores de crecimiento (Baum y Arpey, 2005; Schreml y cols., 2010). 
Los monocitos/macrófagos estuvieron presentes desde las primeras etapas hasta el 
día 42 en un número similar; disminuyeron luego progresivamente hasta el día 60. La 
asociación de los macrófagos con áreas de abundante exudado fibrinoso y con restos 
de células confirma su papel como fagocitos, al igual que en los mamíferos y 
serpientes, jugando un papel importante en el desbridamiento de heridas y en la 
fibroplasia (Smith y Barker, 1988; Baum y Arpey, 2005; Schreml y cols., 2010). En los 
mamíferos, los macrófagos tienden a alcanzar su punto máximo en número a las 48-
72 horas, y son los que permanecen más tiempo (días o semanas) y participan de una 
manera más compleja en la cicatrización de heridas (Baum y Arpey, 2005). Según 
nuestros resultados, pueden desempeñar un papel similar en la cicatrización de 
heridas en las tortugas. En el estudio inmunohistoquímico, el Ac MAC 387, utilizado 
habitualmente como un marcador de histiocítico/macrófagos, nos ayudó a identificar 
los macrófagos en el exudado inflamatorio, por lo que debería ser considerado de 
gran utilidad en los estudios de cicatrización futuros y para caracterizar cualquier 
proceso inflamatorio de la piel de tortugas. 
Los fibroblastos y angioblastos, como principales componentes del tejido de 
granulación, estaban presentes tanto en el lecho de la herida como en los bordes 
laterales; en este estudio, en la mayoría de las heridas el tejido de granulación fue 
más prominente en el lecho que en los laterales, contrariamente a lo que se ha 
descrito anteriormente en lagartos, serpientes y es más parecido a los hallazgos en 
mamíferos (Maderson y Roth, 1972; Swaim, 1980; Smith y Barker, 1988; Bohling y 
cols., 2004; Baum y Arpey, 2005; Schreml y cols., 2010; Keller y clos., 2014). 
Considerando que estos estudios concluyeron que los bordes laterales juegan el papel 
principal en la cicatrización de heridas en reptiles y mamíferos, nuestros resultados 
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muestran que el lecho de la herida contribuyó al menos igualmente a la curación. Los 
angioblastos y brotes vasculares eran escasos en el proceso de proliferación. El Factor 
VIII fue útil para inmunotinción de células endoteliales de los capilares y algunas 
células mesenquimales fusiformes en el tejido de granulación. 
Los linfocitos fueron el tipo celular predominante del infiltrado perivascular desde el 
día 7 hasta el día 42 o 60 pero eran escasos a moderados en el tejido de granulación; 
además, la mayoría eran CD3 + (linfocitos T). El papel de los linfocitos T en la 
cicatrización de heridas ha sido bien estudiado en mamíferos y los resultados de estos 
estudios indican que ejercen un efecto regulador en la intensidad de la inflamación 
asociada a la herida y en la proliferación de los queratinocitos (Baum y Arpey, 2005; 
Schreml y cols., 2010). En los reptiles, se sabe poco acerca de su papel; un estudio 
describió que los granulomas linfoides perivasculares estaban presentes brevemente 
al principio del proceso de curación en las serpientes mantenidas a 21°C y 30°C. Esto 
parece corresponder a las "células mononucleares basófilas" perivasculares descritas 
en la respuesta inflamatoria de caimanes y a los linfocitos perivasculares descritos en 
pollos (Carlson y Allen, 1970; Mateo y cols., 1984). Los trombocitos no se pudieron 
evaluar en este estudio. En las tortugas parece que desempeñan una función similar a 
las plaquetas de mamíferos, incluyendo su papel en la hemostasia y la cicatrización de 
heridas. Su acción es principalmente en las primeras 24 horas después de la lesión 
(fase de la hemostasia), por esta razón no se observaron morfológicamente en 
nuestro estudio histológico (Raskin, 2000; Park y Barbul, 2004). 
Del estudio inmunohistoquímico el aspecto más importante que queremos destacar 
fue el encontrar reactividad cruzada de 7 los 15 anticuerpos testados con las células  
tejidos equivalentes de las tortugas; esto nos ha permitido caracterizar mejor la 
reepitelización, algunas de las células inflamatorias y las yemas vasculares durante el 
proceso de cicatrización por segunda intención en Trachemys scripta elegans. Los 
anticuerpos AE1/AE3, CD3 y MAC 387 mostraron una excelente inmunoreacción con 
queratinocitos de la capa basal y espinosa, linfocitos T y macrófagos, 
respectivamente. El anticuerpo AE3 (otro marcador de queratinocitos) había 
demostrado reactividad cruzada en estudios previos de lagartos y tortugas, aunque a 
pesar de búsquedas bibliográficas repetidas, no hemos podido encontrar información 
sobre resultados previos con los anticuerpos ensayados aquí (Alibardi y cols., 2004). El 
presente análisis demostró la utilidad de estos marcadores celulares para el estudio 
morfológico de la cicatrización de heridas, y que podrían ser una herramienta 
potencial para estudios futuros no sólo en la cicatrización de heridas, sino también 
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para caracterizar mejor  microscópicamente lesiones en enfermedades cutáneas de 
las tortugas y otros reptiles. 
6.2. Efectos de la aplicación tópica de insulina 
La aplicación tópica de insulina influencia significativamente la curación de heridas 
por segunda intención en la piel de las tortugas. En el estudio previo descrito en la 
primera parte de este documento, se describió cómo la cicatrización cutánea por 
segunda intención de heridas en las tortugas sanas de la especie Trachemys scripta 
elegans expuestas a las variaciones diarias de la temperatura ambiente, progresa 
lentamente y con un comportamiento indolente. En este estudio posterior, la 
administración diaria durante una semana de insulina tópica resultó en una mayor 
velocidad de retracción de la herida y aumento del número de heterófilos, 
macrófagos y fibroblastos en diferentes momentos a lo largo del proceso de 
cicatrización, junto con una disminución significativa de los linfocitos a los 28 días de 
realizar la herida. La formación de la costra que cubría las heridas y los aspectos 
macroscópicos de las heridas se consideraron mejores clínicamente a pesar de que 
esta observación es de carácter subjetivo. En resumen, nuestros resultados indican 
que la insulina tópica modificó la respuesta inflamatoria y que mejora la curación de 
heridas por segunda intención en la piel blanda de las tortugas. 
La insulina es un polipéptido altamente conservado filogenéticamente en todos los 
vertebrados, incluyendo reptiles. Los antisueros específicos para la insulina porcina se 
han utilizado con éxito para identificar las células β de tortugas por 
inmunohistoquímica (Pérez-Tomas y cols., 1989) y para medir las concentraciones de 
insulina en extractos de páncreas de tortuga por radioinmunoensayo (Gapp y Polak, 
1990). Esta homología entre la insulina de vertebrados nos permitió emplear la 
insulina porcina para el presente estudio, ya que está aprobada para uso veterinario, 
es fácilmente disponible en la mayoría de los países y no presenta un elevado coste 
en comparación con otros factores de crecimiento, como los factores de crecimiento 
recombinantes empleados en medicina humana. 
La insulina regula una variedad de procesos biológicos, incluyendo el recambio 
proteico, el transporte de glucosa, la hemodinámica, y el metabolismo de ácidos 
grasos. Su efecto general es anabólico, favoreciendo la síntesis y formación de tejidos. 
También disminuye las perturbaciones metabólicas desencadenadas después de 
lesiones como traumatismos y quemaduras. El resultado es un perfil beneficioso de 
6. Discusión 
J Negrini - 2016 89 
 
efectos anabólicos y anti catabólicos incluyendo mejora de la pérdida del músculo 
esquelético (Madibally y cols., 2003). 
Dependiendo de su concentración, la cantidad de insulina tópica puede tener efectos 
sistémicos. Estudios previos han puesto de manifiesto los beneficios de tratamiento 
tópico de la insulina en las lesiones de mamíferos sanos y diabéticos (Madibally y 
cols., 2003; Apikoglu-Rabus y cols., 2009; Chen y cols., 2012a; Azevedo y cols., 2015), 
pero la concentración de insulina utilizado ha sido variable. En las ratas, un estudio 
ensayó diferentes concentraciones de insulina y determinó que las dosis que 
indujeron el mejor efecto en la curación de la herida eran 0,5 UI y 1,0 UI/100 g. La 
dosis de 1,0 UI/100 g, en algunos animales, indujo alteraciones de la glucemia. Por lo 
tanto, se utilizó una crema con una concentración de 0,5 UI/100 g para todos los 
experimentos (Azevedo y cols., 2015). Sin embargo, otro estudio en ratas también usa 
tópicamente insulina humana regular Humulin® (Eli Lilly Turquía, Estambul, Turquía) 
pero en este caso a una concentración mucho mayor de 100 UI/mL, administrada sin 
excipientes, y sin que aparecieran efectos sistémico a nivel sistémico (Apikoglu-Rabus 
y cols., 2009). El uso de vehículos que mejoran la absorción de la insulina y 
proporcionan tiempos de contacto más largos puede explicar las notables diferencias 
en las dosis de insulina entre los estudios. En el presente estudio, elegimos glicerol 
como vehículo, ya que es soluble con la insulina acuosa, higroscópico, 
cosméticamente aceptable y tiene un alto índice de viscosidad, lo que facilita su 
permanencia en la herida. 
En experimentos preliminares, investigamos si la insulina tópica, a diferentes dosis, 
era capaz de inducir cambios en la glucemia de las tortugas. Utilizamos diferentes 
concentraciones de insulina y se encontró que concentraciones de 5 UI/mL 
administrados por una semana no modificaban las curvas de glucemia en los animales 
tratados respecto a un grupo control. Tampoco encontramos incrementos de peso 
significativos en los animales tratados, por lo que podemos concluir que la insulina 
porcina, aplicada según el protocolo descrito, no tiene efectos sistémicos sobre el 
metabolismo del animal. Es posible que podamos usar concentraciones mayores y 
que estas mayores concentraciones mejoren la respuesta clínica a la insulina. 
Teniendo en cuenta nuestros las diferencias significativas encontradas en nuestro 
trabajo, podemos concluir por ahora, que una solución con esta concentración tiene 
un efecto local positivo. Una aplicación diaria durante la primera semana de 
cicatrización se consideró práctica y apropiada, ya que se produce la reacción 
inflamatoria rápidamente después de la lesión y porque la cicatrización de heridas de 
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la piel blanda de tortugas se caracteriza por la epitelización bajo una costra a que 
impide una aplicación de insulina más prolongada. 
La aplicación de la insulina tópica induce diferencias estadísticamente significativas 
mayores en los recuentos de heterófilos, macrófagos y fibroblastos, mientras que a 
los 28 días produjo una densidad significativamente menor de linfocitos en el 
infiltrado inflamatorio. Estos cambios demuestran que la insulina tópica tiene la 
capacidad de modificar la respuesta inflamatoria de la piel de las tortugas después de 
la lesión. Estos hallazgos están de acuerdo con estudios anteriores en mamíferos no 
diabéticos (Kassen y Trau, 2007; Apikoglu-Rabus y cols., 2009; Azevedo y cols., 2015). 
El mecanismo por el cual la insulina ejerce su efecto no se entiende completamente. 
Los investigadores han demostrado que la insulina tópica mejora la reparación de 
tejidos a través de estímulos en la vía de señalización de la migración de 
queratinocitos (Liu y cols., 2009). Lima y cols., (2012) confirmaron que la insulina 
puede estimular una variedad de funciones celulares importantes en la reparación 
tisular. También se sabe que la insulina puede estimular la síntesis de colágeno en 
fibroblastos de la piel (Chaiken y cols., 1986). Así, Pellegrinelli y cols. (2001) 
informaron de la presencia de receptores de insulina en los queratinocitos de los 
folículos pilosos, e identificaron vías por las cuales la insulina puede promover el 
crecimiento de estos queratinocitos en los folículos. También se ha demostrado que 
los queratinocitos humanos son dependientes de la insulina para su crecimiento. 
Experimentos in vitro sugieren que los factores de crecimiento tales como la insulina 
pueden actuar como atrayentes quimiotácticos y mitógenos para las células 
implicadas en la cicatrización de heridas, y que estos factores de crecimiento pueden 
estimular la angiogénesis, la formación de la matriz extracelular y la degradación y 
liberación de citoquinas (Ando y Jensen, 1993; Apikoglu-Rabus y cols., 2009). 
La cicatrización de heridas es un proceso dinámico y complejo, como la reparación de 
tejidos que implican eventos pleiotrópicos moleculares y celulares (Qiao y cols., 
2011). La inflamación es esencial en las primeras fases de la cicatrización de heridas. 
Sin embargo, la persistencia de la inflamación conduce a la inhibición de la curación 
en las fases posteriores (Wilmink y cols., 1999). En el presente estudio, la insulina 
tópica aumentó significativamente el número de heterófilos en el día 7 pero los 
recuentos de células fueron posteriormente similares. El número de heterófilos cayó 
cuando se suspendió la insulina tópica y este hallazgo puede indicar que la 
administración de insulina por un periodo más largo dará lugar a la inflamación 
prolongada y ser perjudicial para el proceso de cicatrización de la herida. En contraste 
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con esta observación en tortugas, en otro estudio Chen y cols. (2012b) demostraron 
que una aplicación tópica de insulina sobre heridas a dosis bajas durante tres días 
suprime la infiltración de los neutrófilos. Además, la insulina mejoró las funciones 
celulares de los neutrófilos en al área de la herida. El tiempo de curación de las 
heridas tratadas con insulina se redujo significativamente en comparación con las 
heridas tratadas con solución salina. En nuestro estudio hemos observado el 
mantenimiento de heterófilos durante el período de siete días de la aplicación de 
insulina, pero con una mejora en la calidad de la respuesta inflamatoria y esto 
sugeriría que heterófilos en los reptiles, a pesar de que tienen una función similar a 
los neutrófilos en los mamíferos (Campbell, 2006), tienen unas características 
diferentes en el proceso de la respuesta inflamatoria. 
El efecto de la insulina tópica fue especialmente marcado sobre la infiltración de 
macrófagos. En los días 2, 7 y 14 el número medio de macrófagos fue 
significativamente mayor. Estos cambios indican que la insulina tópica aceleró la 
curación de la herida en tortugas. Chen y cols. (2012a) encontraron que la insulina 
indujo un aumento de la infiltración de macrófagos notablemente en los primeros 3 
días después de la herida. El número de macrófagos en el día 2 de las heridas de 
tratamiento con insulina era casi el mismo que el día 3 de las heridas de control, lo 
que sugiere la infiltración avanzada de macrófagos inducida por la insulina. Los 
resultados de este estudio indican que la insulina promueve la cicatrización de heridas 
mediante la regulación de la respuesta inflamatoria de la herida, específicamente la 
cantidad y la función de los macrófagos. Por lo tanto, el tratamiento tópico de insulina 
puede resultar ser una terapia eficaz para la cicatrización de heridas. Una respuesta 
similar se observó en el presente estudio sobre las tortugas. 
El aumento de macrófagos que se infiltran y salen de la zona de la herida inducidos 
por la insulina puede ser un factor importante que contribuye al incremento de la 
curación de heridas. Los estudios in vitro demostraron la insulina facilitado la 
quimiotaxis de monocitos/macrófagos, pinocitosis/fagocitosis y la secreción de 
mediadores inflamatorios (Chen y cols., 2012a). Las citoquinas con la capacidad de 
activar macrófagos, tales como IL1b (interleucina 1 beta) y MALP-2 (lipopeptideo 
activador de monocitos 2), se han utilizado con éxito para promover el cierre de 
heridas (Maruyama y cols., 2007; Kumar y cols., 2010). En comparación con estas 
citoquinas, el tratamiento con insulina es mucho menos costoso, más fácilmente 
disponible y se ha usado durante casi cien años sin ningún efecto secundario. 
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Otro efecto importante de la insulina tópica fue el aumento medio de recuentos de 
los fibroblastos. En general, los factores de crecimiento son polipéptidos que pueden 
definirse como agentes que promueven la proliferación celular y el metabolismo a 
través de la interacción con los receptores específicos unidos a la membrana celular. 
Además, estas proteínas pueden inducir la migración de células en el espacio de la 
herida, que sirve como quimioatrayentes para reclutar células importantes, tales 
como leucocitos y fibroblastos en el área herida (Kiritsy y Lynch, 1993). Así que, estos 
trabajos han comprobado que la insulina tópica actúa de manera similar en la 
estimulación de los fibroblastos de la piel y en la síntesis de colágeno. 
En los anfibios (Ambystoma mexicanum) se mostró que la insulina puede estimular la 
captación de sulfato y el crecimiento del cartílago como en los mamíferos (Schneider 
y Hanke, 1996). También se ha observado una cicatrización más rápida y una mayor 
resistencia a la tracción de la herida en ratas tratadas con insulina tópica. El análisis 
histológico de tejido de la herida reveló una aparición precoz de las fibras de colágeno 
con una morfología más compacta, densa y bien orientadas en comparación con los 
animales de control (Hrynyk y Neufeld, 2014). Nuestros resultados también 
demuestran que en las tortugas, la insulina tópica aumentó el número de fibroblastos 
y este efecto podría ser el principal contribuyente a explicar una mayor retracción de 
la herida y una cicatrización más rápida observada en los animales tratados. 
La retracción de la herida es un componente importante en la cicatrización por 
segunda intención, y la característica fundamental para la esta retracción o 
contracción es la calidad del tejido de granulación (Swaim, 2001; Sardari y cols., 
2006). En nuestro estudio, la retracción de la herida fue significativamente mayor a 
los 28 días en las heridas tratadas con insulina. Este es un hallazgo muy notable 
puesto que la contracción de la herida era muy limitada en el grupo de control, como 
es característico en los reptiles. La curación se caracterizó por una epitelización bajo 
la costra con la disminución en el espesor de la dermis que lentamente aumentó su 
grosor hasta rellenar el defecto de la piel y producirse la caída espontánea de la 
costra. Esta mejor contracción de la herida, clínica y estadísticamente relevante, 
podría explicarse por la capacidad de la insulina tópica para modular la respuesta 
inflamatoria con aumento de la infiltración de macrófagos, tejido de granulación y la 
deposición de colágeno (Azevedo y cols., 2015). En cobayas sanas, la crema tópica de 
insulina aumentó la contracción en quemaduras de segundo grado 
experimentalmente inducidas. La contracción de la herida es una etapa crítica en la 
curación de la úlcera crónica (Kassem y Trau, 2007) y la insulina tópica puede ser útil 
en reptiles, así como es en mamíferos en el tratamiento de heridas crónicas. 
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En nuestro estudio, se encontró que la administración de insulina tópica mejora la 
cicatrización de heridas, acortando el tiempo necesario para la epitelización completa 
en el grupo tratado. Los hallazgos histológicos de un mayor número de fibras de 
colágeno en el grupo tratado con insulina apoyaron los resultados morfométricos de 
recuentos celulares. Esto está de acuerdo con otros estudios en que se utilizó la 
insulina tópica para mejorar la cicatrización de heridas, pues puede afectar los 
miofibroblastos (Kassem y Trau, 2007) y provocar un aumento de la deposición de 
colágeno (Madibally y cols., 2003). 
En un estudio sobre los efectos de la insulina tópica en la curación de heridas que se 
llevó a cabo en cultivos de células de la piel humana, Liu y cols. (2009) observaron que 
las heridas de piel en las ratas tratadas por vía tópica con insulina curaban más 
rápido, que las células superficiales de la epidermis cubrirán la herida más 
rápidamente, y las células de la dermis reconstruirán los vasos sanguíneos más 
rápidamente. También se demostró que la insulina tópica estimuló la proliferación y 
migración de queratinocitos y la migración de las células endoteliales 
microvasculares. Esta mejora del proceso de curación también se observó en la piel 
de las tortugas tratados con insulina tópica. 
Estudios preclínicos también han llegado a la conclusión de que los factores de 
crecimiento pueden mejorar la cicatrización de heridas; sin embargo, en muchos 
casos, los efectos fueron clínicamente irrelevantes. Por ejemplo, EGF recombinante 
aplicado tópicamente redujo el tiempo para completar la reepitelización sólo en 1,5 
días en injertos cutáneos de pacientes humanos (Kiritsy y Lynch, 1993). Coleman y 
cols. (1991) informaron que no hubo diferencias estadísticas entre 10 mg/mL de EGF 
en una crema de sulfadiazina de plata y la crema sola, en la curación de heridas 
quirúrgicamente inducidas en voluntarios humanos sanos. 
El presente estudio fue diseñado como un estudio controlado y el perímetro de la 
herida se midió a ciegas por dos investigadores. El tamaño de la muestra proporcionó 
suficiente poder estadístico para detectar diferencias en la contracción media de la 
herida de alrededor del 18% o mayor; un tamaño de muestra más grande podría 
haber proporcionado más potencia estadística, pero diferencias cuantitativamente 
menores carecen de relevancia clínica. Al día 28 la retracción de la herida en el grupo 
tratado insulina fue 24,26% mayor que en el grupo control. Una diferencia mayor 
después de 28 días hubiera sido deseable pero en nuestra opinión es lo 
suficientemente grande como para considerar la insulina tópica potencialmente útil, 
sola o combinada con otros factores de crecimiento, en el tratamiento de heridas de 
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reptiles. Consideramos por tanto justificado realizar estudios similares en casos 
clínicos con heridas no inducidas experimentalmente. 
En definitiva, hemos encontrado que la aplicación tópica de insulina mejoró la 
cicatrización por segunda intención en heridas de piel blanda de tortugas. Los 
resultados indicaron que la insulina promueve la curación mediante la regulación de 
la respuesta inflamatoria de la herida, específicamente la cantidad y la función de 
macrófagos, heterófilos y fibroblastos. Por lo tanto, el tratamiento tópico de la 
insulina puede ser una buena opción para la mala cicatrización de heridas, además de 
ser la terapia de bajo costo para su uso en lesiones en las tortugas. 
6.3. Limitaciones 
Debido a su duración, este estudio trató de abordar la curación de la piel en las 
condiciones ambientales habituales de las tortugas, pero este enfoque presenta 
varias limitaciones. Los animales fueron expuestos a temperaturas variables, tuvieron 
libre acceso al agua y el tiempo que las tortugas pasaron sumergidas no fue 
registrado. Aunque el estudio se llevó a cabo en primavera, cuando las tortugas eran 
metabólicamente más activas, las variaciones en la temperatura y la exposición al 
agua pueden haber extendido el proceso de cicatrización debido a que la curación en 
los reptiles es muy dependiente de la temperatura. Estas diferencias son importantes 
al comparar nuestros resultados con los estudios publicados previamente que utilizan 
especies de reptiles terrestres mantenidas a temperatura controlada. 
Los anestésicos locales y fármacos anti-inflamatorios no esteroides no se 
administraron por temor a que podrían interferir con la reacción inflamatoria durante 
la cicatrización. Los analgésicos narcóticos podrían haber sido utilizados ya que son 
menos propensos a interferir con la cicatrización de heridas, pero, pueden causar 
depresión respiratoria. Así que, como después de recuperarse de la anestesia general, 
los animales no mostraron signos de dolor o cambios de comportamiento en los días 
a partir de entonces se optó pela no utilización de estos fármacos, a pesar de las 
consideraciones éticas acerca del bienestar de los animales. 
Finalmente, una debilidad del estudio de la aplicación tópica de insulina es su 
condición preclínica; por razones prácticas, no pudimos incluir animales enfermos o 
con heridas no-experimentales. En las heridas de la piel de reptiles, el beneficio 
potencial de insulina u otros factores de crecimiento no se ha investigado antes y por 
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lo tanto, un estudio preclínico era necesario antes de determinar la utilidad real de la 
insulina tópica en ensayos clínicos. 
6.4. Perspectivas 
Se necesitan estudios adicionales sobre la cicatrización de las heridas en tortugas para 
definir con mayor precisión los mecanismos celulares y moleculares involucrados 
teniendo en cuenta el complejo sistema de regulación de este proceso fisiológico. 
Serían convenientes más estudios para probar la eficacia de la insulina tópica en otras 
especies de reptiles, así como ensayos clínicos en individuos con heridas crónicas. 
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“Como el hombre ciego no puede concebir los colores, tampoco nosotros 
llegamos a entender el modo en el que Dios percibe y entiende todas las 
cosas”. 
Isaac Newton, Matemático y Físico (1642-1727) 
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8. Conclusiones 
Primera. La cicatrización por segunda intención en piel de tortugas de la especie 
Trachemys scripta elegans, expuestas a las variaciones diarias de la temperatura 
ambiente y en un ambiente acuático, se produce de forma lenta e indolente, con 
tiempos de cicatrización más prolongados que en mamíferos. 
 
Segunda. Clínicamente se caracteriza por una retracción no significativa de los bordes 
de herida y la persistencia de costras irregulares y frágiles sobre la epidermis 
regenerada hasta el final de las fases de proliferación/remodelación. 
 
Tercera. Histológicamente se produce una superposición prolongada de las fases 
inflamatoria y proliferativa de la cicatrización y la remodelación del tejido conectivo 
proliferado se produce entre los 42 y 135 días. En el estudio morfométrico, la 
superposición de estas fases se manifiesta por persistencia, sin cambios significativos, 
de las poblaciones de células inflamatorias (macrófagos y linfocitos) incluso después 
de la proliferación significativa de fibroblastos para formar tejido de granulación. 
 
Cuarta. La proliferación del tejido de granulación durante la cicatrización por segunda 
intención se produce tanto en los bordes laterales como en el lecho de la herida, 
donde es incluso más abundante. Este hallazgo difiere de estudios anteriores en 
reptiles que describen la curación de heridas a partir de los bordes laterales. Además, 
la ZMB persiste morfológicamente inmadura durante muchas semanas lo que puede 
relacionarse con la fragilidad de la unión dermo-epidérmica observada con frecuencia 
este estudio.  
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Quinta. La aplicación tópica de insulina mejora la cicatrización desde el punto de vista 
clínico; aumenta significativamente a los 28 días la retracción de los bordes de la 
herida con respecto a los controles y se asocia con la formación de costras más 
uniformes y consistentes. 
 
Sexta. La aplicación tópica de insulina modifica la respuesta inflamatoria 
especialmente en las fases iniciales con un número significativamente mayor de 
heterófilos (día 7), macrófagos (días 2 a 14) y fibroblastos (días 14 a 21) respecto a las 
heridas control, y se asocia con mayor cantidad de fibras de colágeno y remodelación 
más temprana del tejido de granulación. 
 
Séptima. El modelo experimental desarrollado en estos estudios ha demostrado ser 
sencillo, reproducible y útil para caracterizar la cicatrización por segunda intención y 
evaluar nuevas estrategias de tratamiento en heridas de la piel blanda de tortugas. 
 
  
 
 
Resumen / Summary 
“En la vida, no hay nada que temer, solo hay que comprender.” 
Marie Curie, química y física (1867 -1934) 
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9. Resumen 
Las heridas de la piel son un motivo frecuente de consulta en los reptiles mantenidos 
en cautividad. Como en el resto de reptiles, las tortugas están predispuestas a sufrir 
heridas por causas muy diversas como traumatismos, mordeduras, condiciones 
inadecuadas en los terrarios, etc. Especialmente en tortugas acuáticas o semi-
acuáticas estas heridas a menudo curan de manera lenta, insidiosa y se hacen 
crónicas. Sorprendentemente, la cicatrización de las heridas cutáneas en reptiles ha 
sido muy poco estudiada, especialmente en quelonios donde los estudios previos solo 
han descrito la estructura de la epidermis y las heridas del caparazón. Esta falta de 
información dificulta la evaluación de nuevas terapias para la curación de heridas en 
la piel blanda de tortugas y reptiles en general. 
Las tortugas acuáticas, por las particularidades de su metabolismo y hábitat, 
constituyen un modelo experimental atractivo para el estudio de promotores de la 
cicatrización. Nuestra hipótesis de trabajo parte de la idea que la cicatrización en la 
piel de tortugas mantenidas en su entorno natural, con variaciones diarias de 
temperatura y libre acceso al agua, puede presentar diferencias relevantes respecto a 
lo descrito hasta ahora en mamíferos y otros reptiles y que la aplicación tópica de 
factores de crecimiento como la insulina puede mejorar la respuesta inflamatoria y la 
curación del tejido dañado. 
Los objetivos específicos de esta Tesis doctoral han sido: (1) Estudiar y caracterizar los 
aspectos clínicos e histopatológicos de la cicatrización por segunda intención en 
heridas cutáneas inducidas experimentalmente en tortugas de la especie Trachemys 
scripta elegans expuestas a variaciones diarias de temperatura ambiente y en un 
ambiente acuático. (2) Estudiar el valor terapéutico de la aplicación tópica de la 
insulina porcina como factor promotor de crecimiento en el proceso de cicatrización 
de úlceras cutáneas por segunda intención en quelonios acuáticos. 
En un primer experimento se utilizaron 24 tortugas hembras, adultas, sanas que 
fueron alojadas en instalaciones al aire libre en un entorno acuático. Bajo anestesia 
general se realizaron dos heridas iguales en todos los animales, una en cada miembro 
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posterior, mediante un bisturí circular de 6 mm de diámetro. Las tortugas fueron 
divididas en dos grupos iguales (n=12). En el grupo 1, para evaluación clínica, se 
calculó digitalmente a partir de fotografías el perímetro de la herida inicial y su 
evolución semanal hasta 28 días después. La retracción de heridas fue expresada 
como el porcentaje de reducción respecto al perímetro de la herida inicial. En el grupo 
2, para evaluación histológica, se realizaron biopsias de tres heridas con un bisturí de 
8 mm en los días 2, 7, 14, 21, 28, 42, 60 y 135. En estas biopsias, dentro del estudio 
histológico, se realizó un estudio morfométrico de las principales células inflamatorias 
(heterófilos, macrófagos, linfocitos y fibroblastos) y se evaluó un panel de 15 
anticuerpos comerciales con la técnica inmunohistoquímica del complejo Avidina-
biotina-peroxidasa (ABC).  
Desde el punto de vista clínico, la retracción de la herida fue muy limitada, después de 
28 días el tamaño medio de las heridas era todavía el 91,41% de la herida inicial, sin 
que hubiera diferencias significativas. La cicatrización se produjo bajo una costra 
irregular y frágil que cubrió la epidermis regenerada hasta el final de las fases de 
proliferación/remodelación. Microscópicamente, la re-epitelización fue completa a 
los 14 días en muchos animales; la inflamación activa persistió hasta el día 28 y la 
reconstitución y remodelación del tejido conectivo se obtuvo entre los días 42 a 135 
con superposición de las fases inflamatorias y proliferativas durante un largo periodo. 
En el estudio morfométrico, la superposición de fases se manifestó por la 
persistencia, sin cambios significativos, de las poblaciones de células inflamatorias 
(macrófagos y linfocitos) incluso después de la proliferación significativa de 
fibroblastos para formar tejido de granulación. El estudio inmunohistoquímico mostró 
que los anticuerpos AE1/AE3 (marcador panqueratinas), Factor VIII (marcador de 
plaquetas y endotelios), MAC 387 (marcador de macrófago/histiocitos), CD3 
(marcador de linfocitos T) y el anticuerpos NCL-MSA (marcador de actina de fibra lisa 
y miofibroblastos) presentaban reacción cruzada con las células equivalentes de los 
tejidos de la piel y/o el tejido de granulación de las tortugas. 
En el segundo experimento, para la evaluación de la aplicación tópica de insulina 
porcina, se utilizaron 44 tortugas hembras adultas sanas de la especie Trachemys 
scripta elegans en las que se realizaron heridas según el procedimiento descrito en el 
experimento 1. De forma similar, los animales fueron asignados a un grupo 1 (n=24) 
para evaluación clínica, y a un grupo 2 (n=20) para evaluación histológica y 
morfométrica. En ambos grupos, una herida de cada animal se usó como control y la 
contralateral fue tratada con insulina porcina (5 UI/mL diluida en glicerol) aplicada 
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tópicamente una vez al día durante una semana. En el grupo 2 se tomaron biopsias de 
4 heridas control y 4 tratadas a los 2, 7, 14, 21 y 28 días. 
A los 28 días, el tamaño medio de la herida fue significativamente menor (P<0,001) en 
el grupo tratado con insulina respecto al grupo control (67,15% y 91,41% 
respectivamente). La aplicación de insulina se asoció con la formación de costras más 
uniformes y consistentes. Desde el punto de vista microscópico y morfométrico, la 
aplicación tópica de insulina modificó la respuesta inflamatoria especialmente en las 
fases iniciales con un número significativamente mayor de heterófilos (día 7, P< 
0,001), macrófagos (días 2 P< 0,01, 7 P< 0,001 y 14 P< 0,05) y fibroblastos (días 14 y 
21, P<0,001) respecto a las heridas control, y se asoció con mayor cantidad de fibras 
de colágeno y remodelación más temprana del tejido de granulación. Como evidencia 
de una cicatrización acelerada, la densidad de linfocitos descendió más rápidamente 
en el grupo tratado con insulina que en el grupo control, siendo significativamente 
menor a los 21 días post-herida (P<0,001). 
En conclusión, el modelo experimental desarrollado ha demostrado ser sencillo, 
reproducible y útil para caracterizar la cicatrización por segunda intención y evaluar 
nuevos tratamientos en heridas de la piel blanda de tortugas. Los resultados indican 
que la insulina promueve la curación mediante la regulación de la respuesta 
inflamatoria de la herida, específicamente la cantidad y función de macrófagos, 
heterófilos y fibroblastos. Por lo tanto, sería recomendable realizar ensayos clínicos 
con insulina tópica en heridas espontáneas de tortugas acuáticas. 
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10. Summary 
Skin wounds are a common clinical presentation in reptiles kept in captivity. As the 
rest of reptiles, turtles are prone to skin wounds of diverse causes as traumatisms, 
bites or unsanitary conditions. Especially in freshwater turtles, wounds many times 
heal insidiously and become chronic. Unexpectedly, cutaneous wound healing in 
reptiles has rarely been reported, particularly in chelonians where previous studies 
described only the epidermal structure and wounds of the shell. This lack of 
knowledge hampers the evaluation of new therapies for the treatment of soft skin 
wounds in chelonians and other reptiles in general. 
Freshwater turtles, due to their special metabolism and habitat represent a suitable 
experimental model for the study of heal promoters. Our working hypothesis is that 
cutaneous wound healing in turtles kept in their natural environment, with variations 
in ambient temperature and free access to water, may present relevant differences in 
comparison with previous reports in mammals and other reptile species, and that the 
topical application of insulin could improve de inflammatory response and overall 
healing process of the damaged tissue. 
The main objectives of this study were: (1) to describe the clinical and 
histopathological features of second-intention cutaneous wound healing in the red-
eared slider turtle (Trachemys scripta elegans) exposed to daily variations of ambient 
temperature in an aquatic environment; (2) to study the therapeutic value of topical 
application of insulin as a promoter for second intention cutaneous wound healing of 
freshwater chelonians. 
Experience 1; 24 healthy adult females housed in outdoor facilities with free access to 
water and exposed to daily variations in temperature were used. Under general 
anesthesia, one full thickness 6 mm skin biopsy punch wound was created in each 
rear limb. The turtles were assigned to Group 1 (n=12 for clinical evaluation) and 
Group 2 (n=12 for microscopic study). Group 1 was photographed on day 1 and 
weekly until 28 days post wounding. Wound retraction was expressed as the 
percentage of perimeter reduction from the initial wound. For Group 2, three skin 
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wounds were sampled at 2, 7, 14, 21, 28, 42, 60 and 135 days post wounding using a 
disposable 8 mm skin biopsy punch for histological study. As a part of the histological 
study, the number of the main inflammatory cells (heterophils, macrophages, 
fibroblasts and lymphocytes) was recorded in these samples and a pannel of 15 
commercial antibodies was also evaluated by the avidin-biotin-peroxidase (ABC) 
staining method. 
Clinically, wound contraction was very limited; after 28 days the mean wound size 
was still 91.41% of the original wound, and differences were not significant. The 
Cicatrization progressed under a persistent irregular and fragile crust that remained 
over the new epidermis till the end of the proliferation-remodelation phases. 
Microscopically, re-epithelialization was complete by day 14 in many animals; active 
inflammation persisted until 28 days and the connective tissue re-constitution and 
remodeling was achieved from 42 to 135 days, with marked overlapping of the 
inflammatory and proliferative phases over a long period of time. Morphometrically, 
this overlapping was manifested by the absence of significant changes in the 
inflammatory cell numbers (macrophages and lymphocytes) even after there was a 
clear fibroblasts infiltration forming the granulation tissue. The immunohistochemical 
study showed that the antibodies AE1/AE3 (pankeratins marker), factor VIII (platelet 
and endothelial marker), MAC 387 (macrophage/histiocytes marker), CD3 (T 
lymphocytes marker) and NCL-MSA antibody (smooth muscle fiber actin and 
myofibroblasts marker), cross-reacted with their counterparts in turtle skin and 
granulation tissue. 
Experience 2; Forty-four healthy adult female red-eared slider turtles were used to 
evaluate the topical application of porcine insulin. Wounds were performed as 
described before and the animals were assigned to group 1 (n=24), for clinical 
evaluation, and to group 2 (n=20) for histological evaluation. In both groups, one rear 
limb wound of each animal was used as control and the contralateral wound was 
treated daily for one week with topical porcine insulin (5 IU/mL in glycerol). In group 
2, 4 control and 4 treated wounds were biopsied at 2, 7, 14, 21 and 28 days. 
After 28 days, mean wound size was significantly lower (P<0.0001) in the treated 
wounds than in the control wounds (67.15% and 91.41% respectively). Topical insulin 
application was also associated with firmer and more consistent crusts. 
Microscopically, topical insulin modified the inflammatory response especially at early 
phases achieving a significantly higher mean number of heterophils (day 7, P< 0.001), 
macrophages (days 2 P< 0.01, 7 P< 0.001 and 14 P< 0.05) and fibroblasts (days 14 and 
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21, P<0.001) compared with control wounds. Insulin administration induced a higher 
amount of collagen fibers and an earlier remodelation of granulation tissue. As proof 
of a faster cicatrization process, lymphocyte number lowered faster in the insulin-
treated wounds, and was significantly lower (P<0.001) at day 21 post-wounding. 
In conclusion, the experimental model here described was found to be practical, 
reproducible and useful to characterize second-intention wound healing and to 
evaluate new therapies for soft skin wounds in turtles. Results indicate that topical 
insulin promotes healing by up-regulating the inflammatory response in the wound, 
specifically the amount and function of macrophages, heterophils and fibroblasts. 
Therefore, it would be justified to pursuit clinical studies using topical insulin in non-
experimental, spontaneous wounds of freshwater turtles. 
 

  
 
 
“El sinsentido sigue siendo sinsentido, aunque esté en boca de 
un científico con fama mundial”.  
John Lennox. Matemático y filósofo (1942) 
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Anexo 
“La compasión por los animales está tan conectada con la bondad de 
carácter que podemos decir que quien es cruel con los animales no 
puede ser bueno,” 
Arthur Schopenhauer, filósofo (1788-1860) 
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“El cristianismo nos cuenta la Gran Historia, y nos ayuda a encontrar 
nuestra pequeña historia de una nueva manera”  
Alister E. McGrath. Biofísico y teólogo (1953) 
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